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1 Einleitung 
1.1 Die Matriline 
Die Matriline sind eine aus vier Mitgliedern bestehende Familie nicht-kollagener 
Proteine der extrazellulären Matrix.  Sie bilden eine Unterfamilie der Proteine, die von 
Willebrand Faktor A (VWA) ähnliche Domänen enthalten (zur Übersicht s. Whittaker 
und Hynes, 2002) und kommen ausschließlich in Vertebraten vor. Da die Genome 
einiger Vertebraten inzwischen vollständig sequenziert wurden, ist es nahezu 
ausgeschlossen, dass noch weitere Matriline existieren (Wagener et al., 2005). 
 
1.1.1 Modulare Domänenstruktur der Matriline 
Die Primärstruktur ist bei allen Matrilinen ähnlich und modular aufgebaut. Zwei VWA 
Domänen sind durch eine variierende Anzahl von epidermalen Wachstumsfaktor- 
(epidermal growth factor, EGF) ähnlichen Domänen miteinander verbunden (Abb. 1.1). 
C-terminal der VWA Domänen liegt eine α-helikale coiled-coil Domäne, die eine 
Oligomerisierung der Untereinheiten in einer „bouquet“-förmigen Struktur erlaubt. Im 
Fall des Matrilin-3 fehlt die zweite VWA Domäne, hier schließt sich die coiled-coil 
Domäne direkt an die EGF-ähnlichen Domänen an. Matrilin-2 und -3 enthalten an 
ihrem N-Terminus außerdem eine kurze, positiv geladene Aminosäuresequenz von 
sechs bzw. sieben positiv geladenen Argininresten. Einzigartig für Matrilin-2 ist ein 75 
Aminosäuren umfassendes Modul zwischen der VWA2 Domäne und der 
Oligomerisierungsdomäne, dessen Aminosäuresequenz keine Homologie zu 
bekannten Domänen anderer Proteine aufweist und daher als „unique“-Sequenz 
bezeichnet wird. 
 
VWA Domänen bestehen aus ca. 200 Aminosäuren und zeigen in ihrer 
Sekundärstruktur eine klassische Rossman-Faltung mit einem zentralen, von α-Helices 
umgebenen β-Faltblatt. Sie kommen in einer Vielzahl von Proteinen der extrazellulären 
Matrix vor, so z.B. in verschiedenen Kollagenen, WARP und AMACO (Whittaker und 
Hynes, 2002). Fast alle VWA Domänen zeigen ein konserviertes MIDAS (metal ion 
dependent adhesion site) Motiv (DXSXSXnTXnD), welches die Koordination von 
divalenten Kationen vermittelt und an der Bindung von Liganden der VWA Domänen 
beteiligt ist (Lee et al., 1995). Dies indiziert, dass die VWA Domänen die primären 
Interaktionsmodule der Matriline sein könnten, eine Möglichkeit, die noch dadurch 
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bestärkt wird, dass im Zebrabärbling Danio rerio Matrilin-1- und -3- Spleißvarianten 
existieren, die keine EGF Domänen tragen.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.1: Schematische Darstellung der modularen Domänenstruktur der Matriline (CMP, cartilage 
matrix protein) 
 
Alle anderen Matriline enthalten zumindest eine EGF-ähnliche Domäne. Diese liegen 
häufig in mehrfachen Kopien vor und bestehen aus jeweils 40 bis 50 
Aminosäurenresten, die eine doppelsträngige β-Faltblattstruktur  formen, die von drei 
konservierten Disulfidbrücken stabilisiert wird. Sind EGF Domänen an Bindungen zu 
Proteinliganden beteiligt, so wird diese Bindung häufig über ein gebundenes 
Calciumion vermittelt (Rao et al., 1995). In den EGF Domänen der Matriline sind 
jedoch weder die Schlüsselaminosäuren der Konsensussequenz dieses Calcium-
bindungsmotivs (Handford et al., 1991), noch nicht-kanonische Calciumbindungs-
stellen von EGF Domänen anderer Proteine  (Malby et al., 2001) konserviert. 
Coiled-coil Domänen sind durch repetitive Heptad-Sequenzen (a-g) gekennzeichnet, 
deren Positionen a und d typischerweise von unpolaren Aminosäureresten ausgefüllt 
werden. Diese erlauben eine Aneinanderlagerung mehrerer coiled-coil Domänen auf 
Grund hydrophober Wechselwirkungen. Die coiled-coil Domänen der Matriline 
bestehen aus 4,5 Heptadsequenzen, von denen die von Matrilin-3 die geringste 
Übereinstimmung mit der Konsensussequenz zeigt.  
 
Matrilin-1 wurde erstmals an Aggrecan gebunden aus bovinem Knorpel isoliert und 
initial als cartilage matrix protein (CMP) bezeichnet (Paulsson und Heinegård, 1979). 
Jede Untereinheit weist einen vermutlich N-glykosidisch gebundenen Kohlenhydrat-
 
A1 A2
+ +
A1
A1
A1 A2
A2+ +
Matrilin-1 (CMP)
Matrilin-2
Matrilin-3
Matrilin-4
++EGF Domäne Positiv geladene Sequenz
unique SequenzCoiled-coil Domäne
VWA Domäne Signalpeptid
Maus Matriline
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anteil von 3,9% auf und hat ein Molekulargewicht von 52 kDa (Paulsson und 
Heinegård, 1981). Die beiden VWA Domänen sind nur durch eine einzelne EGF-
ähnliche Domäne miteinander verbunden (Kiss et al., 1989). Biochemische und 
elektronenmikroskopische Untersuchungen mit nativ aus Gewebe isoliertem Matrilin-1 
haben gezeigt, dass es Homotrimere bildet (Paulsson und Heinegård, 1981; Hauser 
und Paulsson, 1994). Dabei konnten die Strukturen der einzelnen VWA Domänen der 
Untereinheiten nicht aufgelöst werden, was auf eine mögliche Interaktion der VWA1 
und VWA2 Domänen hinweist. Mittels NMR-Spektroskopie wurde gezeigt, dass die 
coiled-coil Domänen von Matrilin-1 eine parallele, über Disulfidbrücken stabilisierte, 
dreisträngige α-Helix bilden (Dames et al., 1998).  
Matrilin-2 ist mit zehn EGF Domänen zwischen den beiden VWA Domänen das größte 
Matrilin, es hat ein berechnetes Molekulargewicht von 104,3 kDa, bildet 
Homotetramere und ist ebenfalls N-glykosyliert (Deak et al., 1997; Piecha et al., 1999). 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen ein ringförmiges Erscheinungsbild der 
Untereinheiten, was jeweils eine Bindung der VWA1 Domänen an die VWA2 Domänen 
andeutet. 
Matrilin-3 fehlt die VWA2 Domäne. Mit nur einer VWA Domäne ist es das kleinste 
Familienmitglied, es bildet Homotetramere und ist häufig ko-exprimiert mit Matrilin-1 
(Wagener et al., 1997; Klatt et al., 2000; Wagener et al., 2000). Matrilin-3 hat vier EGF 
Domänen, sein Molekulargewicht liegt bei 49,3 kDa und es weist keine 
Glykosylierungen auf. Auf Grund der fehlenden zweiten VWA Domäne kann es in den 
Matrilin-3 Untereinheiten kaum zu intramolekularen Wechselwirkungen kommen, so 
zeigen auch elektronenmikroskopische Aufnahmen ein tetrameres Matrilin-3 mit relativ 
gestreckten Armen.  
 
 
 
Abb. 1.2: Modellhafte Darstellung  
eines trimeren Matrilin-4 Proteins. 
 
 
 
Murines Matrilin-4 besitzt, wie Matrilin-3, ebenfalls vier EGF Domänen, das humane 
Matrilin-4 zeigt jedoch nur drei EGF Domänen (Wagener et al., 1998a; Wagener et al., 
1998b; Klatt et al., 2001). Das rekombinante Maus-Protein hat ein Molekulargewicht 
von 72,9 kDa welches von dem theoretischen Gewicht von 66,4 kDa abweicht. Dies 
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weist darauf hin, dass ca. 7% seiner Masse als posttranslationale Modifikationen 
vorliegen (Klatt et al., 2001). Matrilin-4 erscheint als ein homotrimeres Protein (Abb. 
1.2) mit gestreckten Untereinheiten, dessen VWA Domänen in elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen keine Interaktionen miteinander zeigen. 
 
1.1.2 Oligomerisierung und Prozessierung der Matriline 
Die Matriline oligomerisieren mittels ihrer C-terminalen coiled-coil Domänen. Die 
oligomeren Formen werden durch Disulfidbrücken stabilisiert, die von jeweils 
unmittelbar N-terminal der coiled-coil Domäne lokalisierten Cysteinresten gebildet 
werden. Biochemische und elektronenmikroskopische Versuche mit Volllängen 
Matrilinen zeigen Homotrimere für Matrilin-1 und -4 (Paulsson und Heinegård, 1981; 
Hauser und Paulsson, 1994; Klatt et al., 2001) und Homotetramere für Matrilin-2 und -3 
(Piecha et al., 1999; Klatt et al., 2000) (Abb. 1.3).  
Die Oligomerisierung wurde außerdem auch mit rekombinant exprimierten coiled-coil 
Domänen untersucht (Frank et al., 2002). Die Analyse der Oligomerisierung in 
Mischungen solcher coiled-coil Domänen zeigte ein breites Spektrum möglicher 
heterooligomerer Interaktionen mit fast allen denkbaren Matrilin-coiled-coil-
Kombinationen, darunter Matrilin-1/-2, -1/-4, -1/-2/-4 und -2/-4 Heterotrimere und 
Matrilin-1/-3 Heterotetramere. Nur heterooligomere Mischungen von Matrilin-2- und -3- 
oder Matrilin-3- und -4 konnten nicht gefunden werden. In vivo konnten Hetero-
oligomere von Matrilin-1 und -3 in fötalem Knorpel des Menschen und aus dem Rind 
nachgewiesen werden (Wu et al., 1998; Klatt et al., 2000; Kleemann-Fischer et al., 
2001). Die Bedeutung der Heterooligomerisierung der Matriline ist unklar. 
Alle Matriline, vor allem aber Matrilin-2 und -4 zeigen in Elektronenmikrografien oder 
nach SDS-PAGE ein sehr heterogenes Erscheinungsbild. Zusätzlich zu den 
Volllängen-Proteinen gibt es auch Fragmente, denen eine oder mehrere Untereinheiten 
fehlen (Piecha et al., 1999; Klatt et al., 2001). Für Matrilin-2 und -3 wurden außer den 
Homotetrameren auch Mono-, Di- und Trimere gefunden, für  Matrilin-4 konnte gezeigt 
werden, dass es außer in der trimeren Form auch als Monomer und Dimer vorliegt 
(Abb. 1.3). Das Auftreten dieser weniger oligomerisierten Matriline ist auf eine 
proteolytische Prozessierung zurückzuführen (Klatt et al., 2001). Die Analyse von 
Matrilin-3 und -4-Fragmenten mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie und Edman-
Sequenzierung lokalisierte die Prozessierung auf eine Stelle in der kleinen 
Verbindungsregion N-terminal der coiled-coil Domäne. Dort konnte die Peptidbindung 
hinter dem in allen Matrilinen konservierten „EE“-Motiv als eine Schnittstelle für 
Proteasen identifiziert werden (Ehlen, Dissertation, 2005). Die Prozessierung führt zu 
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beinahe vollständigen, monomeren Untereinheiten und dem verbleibenden Teil des 
Moleküls, bestehend aus der (immer noch trimeren) coiled-coil Domäne zusammen mit 
den verbliebenen Untereinheiten. Die Prozessierung kann anschließend mit der 
Freisetzung weiterer Untereinheiten fortgeführt werden, bis nur noch die coiled-coil-
Region übrig bleibt (Klatt et al., 2001; Ehlen, Dissertation, 2005). Es ist auffällig, dass 
die Verbindungsregion in Matrilin-1, welches die am geringsten ausgeprägte 
Prozessierung zeigt, am kürzesten ist. Zumindest für Matrilin-4 konnte bereits gezeigt 
werden, dass die Prozessierung auch in vivo vorkommt und, wie für rekombinantes 
Matrilin-4 bereits in vitro gezeigt, vermutlich bereits intrazellulär abläuft (Klatt et al., 
2001, Ehlen, Dissertation, 2005).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb: 1.3: Elektronenmikrografien der Matriline. Die Elektronenmikrographien zeigen nativ extrahierte 
Matrilin-1 Trimere und unterschiedlichen Oligomere der rekombinanten Matriline-2, -3 und -4. Die Modelle 
wurden in Anlehnung an die Aufnahmen der Trimere (Matrilin-1 und -4) bzw. Tetramere (Matrilin-2 und -3) 
erstellt. Coiled-coil Domänen sind rot, VWA Domänen blau, EGF Domänen orange und die „unique“ 
Sequenz (Matrilin-2) ist schwarz dargestellt.  
Fotos übernommen aus Hauser & Paulsson, 1994; Piecha et al., 1999; Klatt et al., 2000; Klatt et al., 2000; 
Modelle verändert übernommen aus Nitsche, Dissertation, 2001. 
 
Ergänzend zu der beschriebenen Oligomerisierung und Prozessierung sind für die 
Matriline auch alternative Spleißvarianten beschrieben. Da die genomischen 
Exon/Intron-Grenzen größtenteils mit den Domänengrenzen übereinstimmen, erlaubt 
eine alternativ gespleißte mRNA eine Variation der Matrilin-Domänenstruktur. In 
Matrilin-1 Matrilin-3Matrilin-2 Matrilin-4
Monomer
Dimer
Trimer
Tetramer
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Säugern wurden solche Variationen bisher nur für Matrilin-2 und -4 beschrieben. Im 
Fall von Matrilin-2 ist die Spleißvariante in der „unique“ Sequenz um 19 Aminosäuren 
verkürzt und verliert damit auch einen ungepaarten Cysteinrest, der ansonsten an der 
Bildung einer Disulfidbrücke beteiligt sein könnte (Deak et al., 1997; Piecha et al., 
1999; Muratoglu et al., 2000). Den murinen Spleißvarianten von Matrilin-4 fehlt 
entweder die VWA1 Domäne (Wagener et al., 1998a), oder, im Fall des humanen 
Matrilin-4, fehlen ein oder zwei EGF Domänen (Wagener et al., 1998b).  
 
1.1.3 Gewebeverteilung der Matriline in der Maus 
Alle vier Matriline sind in der extrazellulären Matrix von skeletalen Geweben präsent, 
allerdings liegen Matrilin-1 und -3 in diesen Geweben in wesentlich größeren Mengen 
vor als Matrilin-2 und Matrilin-4. Des Weiteren ist die Expression der Matriline sowohl in 
zeitlicher als auch in räumlicher Hinsicht streng reguliert.  
 
Sowohl Matrilin-1 als auch -3 werden fast ausschließlich im Knorpelgewebe exprimiert 
und beide sind bereits sehr früh (ab Tag 12,5 p.c.) im kondensierenden Mesenchym 
nachweisbar. Ihre Expressionsmuster ähneln mit fortschreitender Skelettentwicklung 
dem von Kollagen II, in späteren Stadien der Entwicklung sind diese Matriline jedoch 
eher in tieferen Schichten des artikulären Knorpels als an dessen Oberfläche 
nachweisbar (Segat et al., 2000; Klatt et al., 2002). Beide sind in den Wachtumsfugen 
von Mäusen sowohl im ruhenden, als auch im proliferierenden und hypertrophen 
Knorpel vorhanden (Klatt et al., 2002), wobei die Expression der Matrilin-1 mRNA in 
späteren Stadien der Hypertrophie der Chondrozyten herunterreguliert wird (Aszódi et 
al., 1996). Mit einsetzender Calzifizierung werden Matrilin-1 und -3 in den 
verknöchernden Knorpel fest eingebaut. Die Expression von Matrilin-1 bleibt auch 
später in allen Knorpelgeweben kontinuierlich erhalten, die Expression von Matrilin-3 
wird jedoch nach der Geburt eingestellt (Klatt et al., 2002). Möglicherweise erfolgt die 
Matrilin-3 Biosynthese zwar früh in der Entwicklung, bleibt das Protein aber auf Grund 
einer sehr langen Halbwertszeit und eines sehr geringen Abbaus im Gewebe 
fortwährend bestehen. 
 
Die Gewebeverteilung von Matrilin-2 und -4 ist jeweils wesentlich breiter als die von 
Matrilin-1 und -3. Obwohl sie ebenfalls im Knorpel vorhanden sind, kommen beide in 
grösseren Mengen in lockeren Bindegeweben vor. Die Expression von Matrilin-2 ist 
erstmalig ab Tag 10,5 p.c. im Herzen nachzuweisen, danach wird es von einem breiten 
Spektrum von Bindegewebszellen, glatten Muskelzellen und einigen epithelialen 
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Geweben exprimiert (Piecha et al., 1999). Matrilin-2 wird in der perizellulären Matrix 
dieser Zellen eingelagert und konnte in einigen Fällen auch mit der Basalmembran 
assoziiert gezeigt werden. Es ist aber unklar, ob es eine Funktion als integrales 
Basalmembranprotein hat. In skeletalen Bereichen ist es nur regional und in kleinen 
Mengen zu finden. Insgesamt zeigt Matrilin-2 eine zu Matrilin-1 und -3 komplementäre 
Expression. 
Matrilin-4 hingegen ist nahezu ubiquitär exprimiert. Es kann bereits ab dem Tag 7,5 
p.c. im ektoplazentalen Konus nachgewiesen werden und ist überall dort präsent, wo 
auch andere Matriline exprimiert werden, dabei ist die Expressionsrate des Matrilin-4 in 
Nervengeweben höher als die aller anderen Matriline (Klatt et al., 2001).  
Die Gewebeverteilung der Matriline wurde auch im Menschen (Mundlos und Zabel, 
1994, Kleemann-Fischer et al., 2001), Huhn (Stirpe und Goetinck, 1989; Belluoccio und 
Trueb, 1997) und Zebrafisch (Ko et al., 2005) untersucht und die Ergebnisse weisen 
auf hoch konservierte Expressionsmuster hin. 
 
1.1.4 Interaktionspartner der Matriline und potentielle Funktionen 
Matrilin-1 wurde erstmals in Komplexen mit Aggrecan identifiziert (Paulsson und 
Heinegard, 1979). Die Bindung erfolgte durch Protein-Protein-Interaktionen von 
Matrilin-1 mit der verlängerten Chondroitinsulfat-Anheftungsregion von Aggrecan und 
es konnte gezeigt werden, dass es dabei auch zu kovalenten, teilweise nicht 
reduzierbaren Verknüpfungen zwischen dem Aggrecan-Kernprotein und Matrilin-1 
kommt (Hauser et al., 1996).  
Für Matrilin-1 konnte eine Assoziation mit Kollagenfibrillen im Knorpel gezeigt werden 
(Winterbottom et al., 1992) und Zellkulturexperimente mit Chondrozyten offenbarten für 
alle Matriline eine Beteiligung sowohl an Kollagen abhängigen als auch an Kollagen 
unabhängigen, perizellulären Netzwerken. Für Matrilin-2 und -4 konnte eine Beteiligung 
an solchen Netzwerken auch bei anderen Zellen gezeigt werden (Chen et al., 1995; 
Piecha et al., 1999; Klatt et al., 2000; Klatt et al., 2001). Mittels Immunogolddetektion 
wurde die Anwesenheit von Matrilin-1, -3 und -4 in nativ extrahierten, Kollagen VI-
assoziierten, molekularen Komplexen beschrieben. Dabei wurde gezeigt, dass die 
kleinen, leucinreichen Proteine Decorin und Biglycan eine Verbindung zwischen den N-
terminalen Domänen von Kollagen VI und den Matrilinen herstellen. Diese wiederum 
verbinden die gebildeten Komplexe mit Kollagen II-Fibrillen und dem Aggrecan-
Kernprotein (Wiberg et al., 2003). Darüberhinaus waren zu Beginn der vorliegenden 
Arbeit keine durch Matriline vermittelten Wechselwirkungen bekannt. 
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1.1.5 Matriline und Pathophysiologie des Knorpels 
Für Mutationen in Matrilin-3 konnten Verbindungen zu der autosomal dominanten 
multiplen epiphysären Dysplasie (MED) gezeigt werden. MED zeigt ein relativ mildes 
Krankheitsbild der Osteochondrodysplasie, das durch eine verspätete und gestörte 
Ossifikation der Epiphysen und früh einsetzende Osteoarthrose gekennzeichnet ist 
(Chapman et al., 2001). Die MED-verursachenden Mutationen betreffen meistens die 
konservierten β-Faltblätter der VWA Domäne (Jackson et al., 2004; Mabuchi et al., 
2004). Weitere MED-verursachende Mutationen sind für die Gene von COMP 
(cartilage oligomeric matrix protein, Briggs et al., 1995) und die α1-, α2- und α3-Ketten 
von Kollagen IX beschrieben (Muragaki et al., 1996; Paassilta et al., 1999; Czarny-
Ratajczak et al., 2001). Interessanter Weise zeigen Mutationen in allen drei Proteinen 
(Matrilin-3, COMP, Kollagen IX) einen ähnlichen Phänotyp. Mutationen in der Nähe der 
Matrilin-3 VWA Domäne verursachen außerdem bilaterale, vererbte mikroepiphysäre 
Dysplasie (BHMED) (Mostert et al., 2003), welche einen ähnlichen, skeletalen 
Phänotyp zeigt wie MED; eine Mutation in der ersten EGF Domäne von Matrilin-3 
verursacht die rezessiv vererbte, spondylo-epi-metaphysiale Dysplasie (SEMD) 
(Borochowitz et al., 2004). Für eine andere, ebenfalls die erste EGF Domäne von 
Matrilin-3 betreffende Mutation, konnte eine Verbindung zur Degeneration der 
Bandscheiben (Min et al., 2006) und Osteoarthrose der Hand gezeigt werden 
(Stefansson et al., 2003; Jackson et al., 2004).  
 
1.2 Die Assemblierung der extrazellulären Matrix  
Die extrazelluläre Matrix ist ein komplexes Netzwerk aus einer Vielzahl von 
sekretierten, extrazellulären Makromolekülen, welches alle Zellen in den Geweben 
höherer Organismen dicht umgibt und direkt sowohl an Epithel- als auch an 
Endothelgewebe grenzt. Sie stabilisiert die Zell- und Gewebeverbunde und hat durch 
die Bildung von Knochen, Haut, Sehnen, Knorpel und Bindegewebe eine stützende 
und stabilisierende Funktion innerhalb des Organismus. Als Bindegewebe bildet sie ein 
Netzwerk, durch das Zellen migrieren und miteinander interagieren können oder bietet 
die Grundlage für die Verankerung von Zellen durch Zell-Matrix Interaktionen. Der 
größte Teil der Makromoleküle wird von den Zellen innerhalb der extrazellulären 
Matrix, wie z.B. den Fibroblasten oder Chondrozyten, selbst produziert. Die beiden 
Hauptklassen sezernierter Makromoleküle sind Polysaccharidketten der Klasse der 
Glykosaminoglykane, die üblicherweise kovalent an Protein gebunden als 
Proteoglykane vorliegen, und fibrilläre Proteine, die sowohl strukturelle als auch 
anhaftende Funktionen innehaben.     
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Die strukturelle Vernetzung der extrazellulären Matrix beruht auf eng verknüpften, 
fibrillären Polymeren (Kollagene, Elastin), die ein dichtes, zugfestes und elastisches 
Netzwerk bilden. Die auf die extrazelluläre Matrix wirkenden Kräfte werden außerdem 
von den in großen Mengen in der Matrix enthaltenen Glykosaminoglykanen und 
Proteoglykanen (z.B. Aggrecan) getragen. Diese sind bei physiologischem pH stark 
negativ geladen und stark hydrophil. So können sie große Mengen von Kationen und 
deren voluminöse Wasserhüllen an sich binden und die hoch hydrierte, gelartige 
Grundsubstanz der extrazellulären Matrix bilden, in die die fibrillären Komponenten 
eingebettet sind (Jackson et al., 1991). Auf diese Weise kann die wässrige Phase des 
Polysaccharidgels Druckkräfte, und die kollagene Phase Zugkräfte auf die Matrix 
kompensieren (Birk et al., 1991; Hay, 1991). Während der Entstehung der Kollagen-
fibrillen und bei ihrer späteren Vernetzung sind zahlreiche Wechselwirkungen mit 
anderen Komponenten der extrazellulären Matrix nötig, z.B. mit fibrillenassoziierten 
Kollagenen (fibril associated collagens with interrupted triple-helices, FACIT). FACIT-
Kollagene können Kollagenfibrillen untereinander verbinden und außerdem als Adapter 
für weitere, die Vernetzung fördernde Komponenten dienen, so z.B. für Proteoglykane 
und strukturelle Glykoproteine wie Fibronectin, Thrombospondine, Matriline und 
Fibrilline (Yamagata et al., 1992; Watt et al., 1992; van der Rest et al., 1991; Koch et 
al., 2004). Diese Komponenten tragen durch ihre Bindungen an fibrilläre Kollagene und 
möglicherweise auch FACIT-Kollagene zu der Vernetzung der fibrillären Matrix bei. 
Kleine, leucinreiche Proteine (small leucine rich repeat protein, SLRP) (Iozzo, 1999) 
spielen bei der Kollagenvernetzung sowie bei der Kollagenfibrillogenese eine große 
Rolle. Sie zeichnen sich durch eine Anzahl von leucinreichen Wiederholungs-
sequenzen (leucine rich repeats)  aus und sind häufig mit Glykosaminoglykan-Ketten 
substituiert. Biglycan und Decorin beispielsweise besitzen jeweils zehn solcher 
Wiederholungssequenzen und eine (Decorin) bzw. zwei (Biglycan) Chondroitin-/ 
Dermatansulfatketten. Beide SLRP-Proteine sind in einem Komplex mit Matrilinen an 
der Vernetzung von Kollagen VI Mikrofibrillen mit Kollagen II und Aggrecan beteiligt 
(Wiberg et al., 2003). Mit Bindungen an die fibrillären Kollagene wie z.B. Typ I, II, III, V, 
VI und XIV können sie deren Fibrillogenese hemmen bzw. regulieren (Kadler et al., 
1996). Des Weiteren sind sie an der Bildung von Haut, Knochen, Sehnen und Cornea 
beteiligt. Studien mit SLRP- (Decorin, Biglycan, Fibromodulin und Lumican) defizienten 
Mäusen zeigten Phänotypen mit irregulären Kollagenfasernetzwerken (Danielson, et 
al., 1997), reduzierter Knochendichte (Xu et al., 1998), abnormaler Sehnenformierung 
(Svensson et al., 1999) und erhöhter Fragilität der Haut (Chakravarti et al., 1998).  
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Abb: 1.4: Scanning Electron Mikroskopie von Fibroblasten in der extrazellulären 
Matrix des Bindegewebes. Das Gewebe ist der Hornhaut der Ratte entnommen worden. 
Die die Fibroblasten umgebende extrazelluläre Matrix besteht hauptsächlich aus 
Kollagenfibrillen. Die Glykoproteine, Glykosaminoglykane und Proteoglykane wurden 
enzymatisch und durch Säurebehandlung entfernt (Nishida et al., 1988). 
 
Eine spezialisierte Form der extrazellulären Matrix ist die Basalmembran. Sie besteht 
im Wesentlichen aus Laminin, Kollagen IV, Nidogen, Perlecan, Integrin und 
Heparansulfat-Proteoglykan (Martin und Timpl, 1987; Timpl und Brown, 1994) und ist 
ein sehr gut untersuchtes Beispiel für die Selbstorganisation und Architektur einer 
spezialisierten extrazellulären Matrix. Laminin ist eine der Hauptkomponenten, kann an 
sich selbst binden und bildet auf diese Weise filzartige Netzwerke. Darüber hinaus 
knüpfen Laminine Kontakte zu weiteren extrazellulären Matrixkomponenten, wie z.B. 
den Integrinen, netzwerkbildenden Kollagenen (z.B. Kollagen IV) und Proteoglykanen 
(z.B. Perlecan) (Timpl und Brown, 1994; Burgeson et al., 1994). Analog zu Laminin 
bildet auch Kollagen IV ein dichtes Netzwerk, welches über Nidogen mit dem Laminin-
Netzwerk verknüpft wird; beide Geflechte werden durch Verknüpfungen mit Nidogen 
und dem Heparansulfat-Proteoglykan Perlecan weiter verdichtet (Yurchenco und 
Schittny, 1990; Reinhardt et al., 1993; Aumailley et al., 1993; Ekblom et al., 1994). 
Vollständig assembliert liegt die Basallamina wie eine dichte Matte direkt auf den 
Epithelzellen auf und verbindet diese mit der extrazellulären Matrix des Bindegewebes. 
Die dazu notwendigen zellulären Haftungskontakte erfolgen u. a. über Bindungen von 
Lamininen an zellmembranständige Integrine. 
 
 
10 µm
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Die Vermittlung der anhaftenden Kontakte zwischen der extrazellulären Matrix und den 
Zellen des Bindegewebes und des Epithels (Zelladhäsion) ist die zweite Hauptfunktion 
der Matrix-Makromoleküle und wird durch so genannte Zellanhaftungsmoleküle (cell 
adhesion molecules) vermittelt. Die extrazelluläre Matrix ist mit relativ wenigen Zellen 
(z. B. Fibroblasten) durchsetzt, dies gilt auch für spezialisierte Bindegewebe wie z.B. 
den Knorpel (Chondrozyten) und die Basallamina. Die im Bindegewebe wirkenden 
Kräfte werden von den Zellen über starke intrazelluläre Proteinfilamente, die das 
Zytoskelett bilden, direkt an die Matrix weitergegeben. Die Filamente des Zytoskeletts 
sind dabei direkt und indirekt über Transmembranproteine mit den umgebenden 
Matrixnetzwerken verbunden. Ein Beispiel für diese Interaktion des Zellinneren mit dem 
Zelläußeren ist Dystroglycan, ein auf extrazellulärer Seite lamininbindendes 
Plasmamembranprotein, das auf zytosolischer Seite (über Sarkoglycane und 
Dystrophin) mit dem Actingerüst in Verbindung steht und auf diese Weise als Adapter 
zwischen extrazellulärer Matrix und dem Zytoskelett fungiert (Ervasti et al., 1990; 
Brown, 1997; Winder, 1997).  
Die Haftungskontakte und mechanischen Interaktionen zwischen der Matrix und den 
Zellen (z.B. Fibroblasten und Epithelzellen) bzw. der Basallamina werden 
hauptsächlich durch zwei Gruppen von Zellanhaftungsmolekülen vermittelt. Einerseits 
durch zellmembrandurchspannende Heparansulfat-Proteoglykane wie z.B. Syndecane 
und Glypicane, die als Rezeptoren für verschiedene Makromoleküle, wie Kollagene, 
Fibronectin, Laminin und andere Matrixproteine dienen (Scott et al., 1992; Bernfield et 
al., 1992; Iozzo, 2005; Essner et al., 2006), und andererseits durch Integrine, 
heterodimere Proteine, die aus zwei miteinander assoziierten Glykoprotein-Ketten, α 
und β, bestehen. Sie enthalten, wie die Matriline, in beiden Ketten ebenfalls VWA 
Domänen mit einem MIDAS-Motiv (metal ion dependent adhesion site) und binden in 
kationenabhängiger Weise an ihre Bindungspartner (Emsley et al., 2000; Hynes, 
2002). Integrine dienen für eine ganze Reihe von Liganden als Rezeptoren; die 
extrazellulären Domänen dieser Transmembranproteine haben Bindungsstellen für 
Adhäsionsproteine mit dem "RGD"-Erkennungsmerkmal (Arg-Gly-Asp) (RGD-Proteine) 
wie z.B. Fibronectin, für "Nicht-RGD Proteine" wie z.B. interzelluläre 
Anhaftungssmoleküle (intercellular adhesion molecule, ICAMs) und für eine große Zahl 
weiterer Proteine der extrazellulären Matrix wie z.B. Kollagene und Laminin (Hynes, 
2002). Die Verankerung von Bindegewebszellen an den Komponenten des 
Extrazellulärraums unter der Beteiligung von Integrinen und Syndecanen (z.B. an 
Kollagen und Fibronectin) erfolgt über die Bildung so genannter  fokaler Kontakte 
(zwischen Basallamina und Epithel: Hemidesmosomen) (Singer et al., 1987; 
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Couchman et al., 1999; Wozniak et al., 2004). Indem sie die Ansatzpunkte zur 
Kraftübertragung auf das extrazelluläre Netzwerk bilden, ermöglichen diese Kontakte 
einigen Zellen, wie z.B. den Fibroblasten, außerdem auch eine Migration innerhalb des 
Bindegewebes.  
 
Vorgänge der Strukturbildung und der Zellanhaftung in der extrazellulären Matrix sind 
nicht isoliert zu betrachten, da manche Matrixmoleküle an beiden Prozessen beteiligt 
sind und an Schlüsselkomponenten beider Vorgänge binden. Ein gutes Beispiel dafür 
ist das dimere Glykoprotein Fibronectin. Es kommt überall in der extrazellulären Matrix 
vor und hat mehrere Domänen, die jeweils Bindungsstellen für unterschiedliche 
Bindungspartnergruppen haben, darunter Kollagen und Heparin, außerdem trägt es 
eine RGD-Sequenz, die spezifisch an Integrin bindet. So kann Fibronectin ein breites 
Panel extrazellulärer Komponenten wie faserbildende Kollagene, nicht-kollagene 
Proteine und Heparansulfat-Proteoglykane untereinander verbinden. Gebunden an 
Integrin kann es die extrazellulären Makromoleküle außerdem mit der Zellmembran 
von Epithelzellen und Fibroblasten verknüpfen. Damit ist Fibronectin neben der 
Vernetzung auch an der Anheftung der extrazellulären Matrix an zelluläre Systeme 
beteiligt; dabei hat es Einfluß auf Morphologie, Differenzierung, Ausbreitung und 
Wanderung von Zellen (Hynes, 1986). 
 
Die ständige Interaktion mit den extrazellulären Makromolekülen erlaubt den beteiligten 
Zelladhäsionsmolekülen neben ihren Beiträgen zur Zellanhaftung auch regulierende 
Signalübertragungen von der extrazellulären Matrix auf die Bindegewebszellen. Die 
extrazelluläre Matrix kann damit Prozesse zellulärer Proliferation und Differenzierung, 
Zytoskelettorganisation und der Proteinexpression selbstständig steuern (Birk et al., 
1991; Lin und Bissell, 1993; Hay, 1993; Adams und Watt, 1993; Adams et al., 2001). 
Die Bindung extrazellulärer Liganden, wie z.B. Laminin oder Kollagen an Integrin, 
Syndecan oder den Dystrophin-Komplex kann einen bidirektionalen Austausch von 
Informationen ermöglichen, so dass durch einen extrazellulären Reiz intrazelluläre 
Signaltransduktionskaskaden aktiviert werden (Cavaldesi et al., 1999; Hynes, 2002; 
Iozzo, 2005). Integrine alleine besitzen keine katalytische Aktivität und sind daher bei 
der Signalweiterleitung auf andere Proteine mit Kinase-Aktivität angewiesen. So führt 
die Bindung von z.B. Kollagenen an Integrine über die Aktivierung der FAK (fokal 
adhesion kinase) und die Zwischenschaltung weiterer Adaptorproteine und Nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinasen wie Fyn und Shc schließlich zur Aktivierung des 
Raf/Ras/MapK- oder JNK- (Jun-aminoterminale Kinase) Signalweges (Giancotti und 
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Ruoslahti, 1999; Turner, 2000). Die einzigen bisher beschriebenen Rezeptoren für 
Proteine der extrazellulären Matrix, die eine intrinsische Kinaseaktivität tragen, sind die 
beiden Discoidin Domänen Rezeptoren (DDR) 1 und 2. Deren Rezeptor-Tyrosinkinase-
aktivität wird ebenfalls durch die Bindung von Kollagenen ausgelöst und führt zu einer 
Homodimerisierung und Autophosphorylierung der Rezeptoren (Vogel et al., 1997) und 
der Aktivierung weiterer Signalkaskaden. Sowohl Syndecane als auch Integrine spielen 
außerdem auch eine Rolle beim Transport von Zellen und Metaboliten innerhalb der 
Matrix und dienen auf der Zelloberfläche als Ko-Rezeptoren für zahlreiche 
Wachstumsfaktoren (z.B. FGF, TGF-β) und andere Hormone (Flaumenhaft et al., 1992; 
Wight et al., 1992).  
 
1.3 Methoden zur Untersuchung von Protein-Protein 
Wechselwirkungen  
Zur Charakterisierung von Protein-Protein Wechselwirkungen ist eine große Bandbreite 
von Methoden entwickelt worden, die nicht nur die qualitative, sondern auch die 
quantitative Bestimmung der Wechselwirkungen ermöglichen. Die Proteine sollten für 
Interaktionsstudien in nativer Form vorliegen und möglichst wenig artifiziell modifiziert 
sein. Grundsätzliche Eigenschaften der zu untersuchenden Proteine, wie Löslichkeit, 
Tendenz zur Aggregation oder erzielbare Konzentrationen sind wichtige Faktoren. Alle 
Methoden sind in hohem Maße abhängig von der genauen Bestimmung der 
Proteinkonzentration, da diese in die Berechnung der Reaktionskonstanten eingehen.  
Grundsätzlich gibt es zwei Möglichkeiten, wie beide Wechselwirkungspartner während 
der Versuche vorliegen können. Entweder ist der eine der beiden Interaktionspartner 
an eine feste Phase gekoppelt (immobilisiert) und der andere Partner liegt in gelöster 
Form vor, z.B. bei ELISA-ähnlichen und bei SPR-Versuchen, oder beide Wechsel-
wirkungspartner liegen in gelöster Form vor, z. B. bei der analytischen Ultrazentri-
fugation und der isothermen Mikrokalorimetrie. 
 
1.3.1 Bindungsversuche im ELISA-ähnlichen Stil 
 (enzyme linked immunosorbent assay) 
Versuche im ELISA-ähnlichen Stil stellen eine einfache Methode zur Ermittlung von 
Bindungspartnern dar. Ein Protein wird dabei fest an eine Kunststofffläche gebunden 
und mit einem zweiten, in löslicher Phase vorliegenden Protein inkubiert (Kemeny, 
1994). Durch die Verwendung von 96-Loch-Platten können viele Messungen 
gleichzeitig durchgeführt werden. Bei einer Bindung kann nach einer festgelegten Zeit 
das gebundene Protein mittels spezifischer Antikörper nachgewiesen werden. Die 
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Entwicklung geschieht über einen enzymgekoppelten Zweitantikörper, die Umsetzung 
eines Substrats kann photometrisch in einem Plattenlesegerät gemessen werden. Eine 
Titration der zugegebenen Proteine erlaubt über die Bestimmung der halbmaximalen 
Sättigung der immobilisierten Proteine die Ermittlung der Dissoziationskonstanten. 
Sehr schwache Interaktionen sind mit den ELISA-ähnlichen Versuchen nicht zu 
messen, die Nachweisgrenze liegt bei Dissoziationskonstanten im mikromolaren 
Bereich. Die Immobilisierung des zu untersuchenden Proteins ist ein Nachteil dieser 
Methode, da die Orientierung des immobilisierten Proteins nicht steuerbar und daher 
die Blockade an Bindungen beteiligter Proteinoberflächen möglich ist. Außerdem ist 
auch die Effizienz der Kopplung nur schwer zu kontrollieren und kann durch 
Modifikationen der Proteine wie z.B. Glykosylierungen stark verringert werden. 
 
1.3.2 Oberflächen Plasma Resonanz 
 (surface plasmon resonance, SPR) 
 
Wie beim ELISA-ähnlichen Bindungsversuch wird auch bei der Oberflächen Plasma 
Resonanz (SPR) zu Beginn ein Protein (hier: Ligand) auf einer Oberfläche 
immobilisiert. Die SPR misst die Protein-Protein Interaktionen in Form von Änderungen 
der Masse nach der Bindung von Proteinen (hier: Analyt) an die oberflächen-
immobilisierten Proteine (Myszka, 1997; Schuck, 1997; Morton und Myszka, 1998; 
Technologie Handbuch, Biacore, 1999; Nice und Catimel, 1999). Die Versuchsober-
fläche besteht z.B. bei dem System der Firma Biacore™ aus einem goldbedampften 
Chip aus Glas. Die weitere Beschaffenheit der Chipoberfläche ist abhängig von der zu 
wählenden Kopplungsmethode des Proteins. Es gibt die Möglichkeit einer kovalenten 
Kopplung über Aminogruppen auf einer carboxylgruppenreichen Dextranmatrix (CM5-
Chips) oder nicht-kovalente Kopplungen biotinylierter oder His-markierter Proteine über 
Streptavidin- bzw. NTA-(nitrilotriacetic acid) präparierte Chipoberflächen. Ist der Chip in 
dem Biacore-Gerät montiert, bildet jede seiner Versuchsflächen jeweils eine Wand 
einer Flusszelle und auf diese Weise eine geschlossene Kavität, durch die die Lösung 
mit dem Analyten strömt.  
Auf der der Flusszelle abgewandten Seite des Chips befindet sich ein Prisma, durch 
das ein monochromatischer Lichtstrahl (λ = 760nm) hindurchgeleitet wird. An der 
Phase zwischen Glasschicht und Goldfilm wird dieses Licht totalreflektiert, dabei 
entsteht ein den Goldfilm durchdringendes, evaneszentes Feld. Dieses kann mit den 
„schwingenden“ Elektronen des Elektronengases (Plasma) wechselwirken, was zur 
Entstehung einer Resonanz führt. Diese Resonanz erzeugt innerhalb des reflektierten 
Lichstrahls eine Auslöschung, also ein Intensitätsminimum welches mittels eines 
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Dioden-Array-Detektors registriert werden kann. Die Umgebung der Goldoberfläche, 
also die Schicht nahe der Sensoroberfläche, bestimmt den Reflexionswinkel dieses 
Intensitätsminimums, der gemessene Winkel dieses Minimums wird SPR-Winkel 
genannt. Kommt es zu einer Bindung von Protein (und damit zu einer Änderung der 
Masse auf der Chipoberfläche), ändert sich die Umgebung der Sensoroberfläche und 
damit auch der SPR-Winkel; die gemessene Änderung kann dann analytisch 
weiterverrechnet werden. Das Biacore-Gerät misst den SPR-Winkel in Resonance 
Units (RU), dabei entspricht eine Winkeländerung von 360 Winkelsekunden 1000 RU 
und einer Massenänderung auf dem Chip in der Flusszelle von 1ng/mm2. Die das 
Bindungssignal ausdrückende Winkeländerung wird als Response Difference 
(Signaldifferenz) bezeichnet. 
 
 
 
 
 
   
 
 
    
 
Abb: 1.5: Schematische Darstellung der Vorgänge beim SPR-Versuch. Die Bindung des Proteins 
erzeugt eine Änderung des SPR-Winkels (I  II) die von einem Sensor registriert und weiterverarbeitet 
wird. Die Analyse des geänderten Resonanzsignals erfolgt in einem Sensorgramm.  Abb. verändert 
übernommen von www.biacore.de. 
 
Während eines Versuchs interagieren die in die Flusszelle injizierten Analyten 
reversibel mit dem immobilisierten Liganden auf der Sensoroberfläche und erzeugen 
auf diese Weise eine Zunahme der Masse an dieser Stelle und damit einen geänderten 
SRP-Winkel. Mit dem Ende der Injektion liegt in dem Puffer über der Sensoroberfläche 
kein Protein mehr vor und reversibel gebundenes Protein dissoziiert von dem 
immobilisierten Protein der Oberfläche, was eine Verringerung der Masse über der 
Sensoroberfläche zum – im Idealfall – Ursprungswert zur Folge hat. Die Signaländer-
ungen sind proportional zu den Änderungen in der Masse des gebundenen Analyten, 
die Signaldifferenz im Gleichgewicht kann daher nach den Gesetzen des Massen-
wirkungsgesetzes und der Langmuir Isothermen analysiert werden. Die Aufzeichnung 
des zeitlichen Verlaufs der Reaktion liefert die Grundlage für Analysen nach 
Sensoroberfläche mit
Goldbeschichtung und
immobilisiertem Protein
Flußzelle
Prisma
Polarisiertes
Licht
Reflektiertes
Licht
III
Fluß
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kinetischen Gesichtspunkten. Ergänzend zu den qualitativen Aussagen der Protein-
Protein Bindung liefert eine mitgelieferte Evaluationssoftware anhand der während 
eines Versuchs gesammelten Daten ausserdem die Werte für Assoziations- (ka) und 
Dissoziationsraten (kd) und für die Dissoziationskonstante Kd. 
SPR bietet eine Anzahl von Vorteilen gegenüber anderen Methoden, insbesondere 
hinsichtlich der Gewinnung von kinetischen Daten. Die Abläufe der Experimente 
werden in Echtzeit dokumentiert, wobei sowohl die Assoziation als auch die 
Dissoziation direkt beobachtet werden können. Bei der Evaluation der Daten werden 
ka, kd und Kd direkt berechnet, die Ermittlung dieser Werte ist unkompliziert und wenig 
zeitintensiv, wie insgesamt die Durchführung des gesamten Versuchs. SPR kann 
Wechselwirkungen  mit Kd-Werten zwischen 10-3 und 10-13 M messen und liefert damit 
einen sehr breiten Bereich untersuchbarer Interaktionen. Die Wiederverwendbarkeit 
fertig präparierter Chips ermöglicht umfangreiche Versuchsserien mit einem grossen 
Repertoire zu untersuchender Analyten, diese können DNA-, komplexe Kohlenhydrate, 
Proteine oder ganze Zellen sein. Der gesamte Versuchsablauf ist automatisiert und 
hochgradig standardisiert und seitens des Experimentators kaum fehleranfällig, da die 
Messungen vollständig innerhalb des Gerätes stattfinden. Vorteilhaft sind außerdem 
die geringen Probemengen, die für die Nutzung dieser Methode notwendig sind; 
insbesondere die Immobilisierung ist hier herauszustellen, da hierfür z.B. bereits 10ng 
Protein ausreichen können.  
Für diese Arbeit wurde das SPR-Gerät der Firma Biacore verwendet, allerdings gibt es 
noch weitere Hersteller von Geräten, die nach dem gleichen Meßprinzip arbeiten 
(Affinity Sensors, Intersense Instruments, BioTul und Artificial Sensing Instruments). 
 
1.3.3 Isotherme Titrationskalorimetrie 
 (isothermal titration calorimetry, ITC) 
Im Gegensatz zu den Festphasenmethoden wie z.B. ELISA und SPR sind für die ITC 
keine chemischen Modifikationen der Bindungspartner und kein physikalischer Kontakt 
mit einer Oberfläche notwendig; hier finden die zu untersuchenden Bindungen 
vollständig in Lösung statt (Bundle und Sigurskjold, 1994; Fisher und Singh, 1995; 
Doyle, 1997; Jelesarov und Bosshard, 1999). Dies ist ein Vorteil dieser Methode, da 
z.B. die Kopplung an Oberflächen sterische Beeinträchtigungen auslösen und für eine 
Bindung wichtige Protein-Oberflächen blockieren kann. 
Bei der ITC erfolgt die quantitative Analyse von beobachteten Bindungen über 
ermittelte thermodynamische Größen. Sie beruht auf dem Prinzip, dass jede 
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Wechselwirkung von einer Änderung der Enthalpie begleitet ist (∆H), also entweder für 
ihren Ablauf Wärme aus der Umgebung entzieht (endotherme Reaktion) oder während 
ihres Ablaufs Wärme an die Umgebung abgibt (exotherme Reaktion). Daher können 
mit der ITC z.B. die Bildung von Proteinkomplexen und Interaktionen zwischen 
Proteinen, DNA und Lipiden untersucht werden. Solche makromolekularen 
Interaktionen beruhen sehr oft auf der Bildung von Komplexen zwischen zwei Partnern, 
A und B. Die Affinität beider Partner füreinander wird durch die Bindungskonstante K 
beschrieben, diese ist durch die Gleichgewichtslage des Komplexes AB definiert. K ist 
mit der freien Reaktionsenthalpie ∆G verknüpft, welche sich wiederum aus der 
Reaktionsenthalpie ∆H und der Reaktionsentropie ∆S ergibt: 
 
                           
Gleichung 1:
K  =
A x B
[AB]
Gleichung 2 (Gibbs-Helmholz):
-RT ln K = ∆G = ∆H - T∆S
  
 
Ein isothermer Titrationskalorimeter besteht aus jeweils einer exakt thermostatisierten 
Referenz- und Probenzelle, deren Temperaturen zu Beginn eines Experimentes exakt 
gleich sind. In der Probenzelle liegt ein Puffer mit dem gelösten Bindungspartner A vor. 
Während des Experiments wird eine den Bindungspartner B enthaltende Lösung 
schrittweise in die Probenzelle injiziert. Die Proteine A und B vermischen sich und im 
Falle einer Wechselwirkung kommt es zur Bildung des Komplexes AB. Die 
Referenzzelle enthält nur den (identischen) Puffer aber kein Protein und dient als 
Vergleich für die Messung der Temperaturänderung die mit der Bildung des Komplexes 
AB in der Probenzelle auftritt.   
Beide Messzellen weisen jeweils höhere Temperaturen auf, als die Umgebung. Es 
müssen also beide Zellen kontinuierlich mit einem gewissen, kontrollier- und 
messbaren Heizstrom versorgt werden, um ihre Temperaturen konstant (isotherm) zu 
halten. Mit jeder Injektion von Protein B setzt eine weitere Bildung des AB-Komplexes 
ein (bis zur Sättigung allen Proteins A) und löst eine zusätzliche Aufnahme oder 
Abgabe von Wärme des Systems aus. Um die Temperatur innerhalb der Probenzelle 
konstant zu halten, reagiert der Kalorimeter mit einer entsprechend erhöhten oder 
verringerten Heizleistung, die veränderten Heizleistungen werden registriert und liefern 
auf diese Weise die Dokumentation der ablaufenden Protein-Interaktion. Aufgetragen 
gegen die ansteigenden Konzentrationen von A und B (bzw. deren molares Verhältnis) 
kann die Wechselwirkung von A und B grafisch dargestellt werden. Die ITC liefert eine 
ganze Reihe verschiedener thermodynamischer Größen mit nur einem einzigen 
Experiment. Die Anpassung einer theoretischen Kurve an die erhaltenen Daten liefert 
 1 EINLEITUNG 
 18 
die Bindungskonstante K des Komplexes AB und dessen Bindungsenthalpie ∆H. 
Messungen bei verschiedenen Temperaturen lassen Rückschlüsse auf die Änderung 
der Wärmekapazität ∆Cp bei der Komplexbildung zwischen A und B zu, die 
Verwendung von K und ∆H in Gleichung 2 erlaubt ausserdem die Berechnung der 
Änderung der Entropie ∆S (Luque und Freire, 1998; Leavitt und Freire, 2001).  
Der gemessene Wärmefluss bei der Mischung zweier Komponenten wird wegen der 
extrem geringen Wärmemengen mit einem Nanowattverstärker ermittelt, der geringe 
Temperaturunterschied als elektrische Spannung mit Hilfe von Peltier Elementen 
gemessen. Die Sensitivität dieser Methode ist abhängig von den verwendeten 
Kalorimetern und erlaubt heutzutage die Verwendung von Konzentrationen bis ca. 2 – 
5 µM. Dies ermöglicht die Bestimmung von Bindungskonstanten zwischen 10-4 und 10-9 
M, schwächere Komplexe benötigen höhere Konzentrationen. Die Löslichkeit und die 
erreichbare Konzentration der zu untersuchenden Proteine können hier limitierend 
werden. 
Die isotherme Titrationskalorimetrie wird bei konstanter Temperatur durchgeführt, mit 
ihr wird die bei einer chemisch/physikalischen Reaktion abgegebene bzw. 
aufgenommene Wärme gemessen. Alternativ gibt es außerdem die differentielle 
Scanning Kalorimetrie (DSC). Dabei wird die Wärmeaufnahme/-abgabe als Funktion 
der Temperatur gemessen. Auch hier wird die Messung bei konstanten Bedingungen 
durchgeführt, allerdings werden hier die Wärmekapazität des Systems und die 
Phasenübergänge gemessen (kooperative Prozesse, z.B. Schmelzen von Eis, 
Proteinentfaltung/-faltung, verschiedene Phasen von Lipiddoppelschichten, 
Dissoziation und Assoziation von Nukleinsäuresträngen). 
 
1.3.4 Analytische Ultrazentrifugation (AUZ) 
 (analytical ultracentrifugation) 
Wie bei der ITC findet auch bei der analytischen Ultrazentrifugation (AUZ) die 
untersuchte Wechselwirkung zwischen zwei Partikeln oder Makromolekülen in Lösung 
statt. Die AUZ bedient sich des Einflusses starker Zentrifugalkräfte, um die Bewegung 
oder Konzentrationsverteilung von gelösten Makromolekülen oder Partikeln jeglicher 
Art zu untersuchen (Rivas und Minton, 1993; Laue, 1995; Schuster und Toedt, 1996). 
Bei einer maximalen Drehzahl von 60000 U/min entwickelt die Zentrifuge ein 
Schwerefeld von ca. 260000 x g. Diese Kraft ist stark genug, nahezu beliebige Partikel 
zum Sedimentieren oder Flotieren zu bringen. Die Sedimentation während des 
Versuchs bewirkt, dass die Lösung vom Meniskus her an Partikeln verarmt, in 
Zellbodennähe aber angereichert wird, die Sedimentationsfront wandert also Richtung 
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Zellboden. Dieser Vorgang wird optisch detektiert und analysiert, dazu wird die 
Meßzelle während der Sedimentation parallel zur Rotationsachse von photo-
metrischen Systemen mit monochromatischem Licht (λ=190–800 nm) durchstrahlt. 
Dies erlaubt die Messung von lokalen Makromolekülkonzentrationen (bzw. damit 
zusammenhängenden Größen) in der Probe sowie die Erstellung eines ortsaufgelösten 
Konzentrationsprofils über den radialen Verlauf der Meßzelle. Die Wiederholung der 
Messung während des Experiments ergibt eine zeitliche Auflösung der erhaltenen 
Messdaten. Die Meßgröße ist die Absorption der gelösten Partikel, also eine der 
Molekülkonzentration proportionale Größe.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                 Abb: 1.6: Schematischer Aufbau einer analytischen Ultrazentrifuge.  
       (Abb. verändert übernommen von http://www.fmp-berlin.de/nmr/labudde_ 
      leitner/practical_period.pdf) 
 
Die beiden wichtigsten Typen von AUZ-Experimenten sind die Sedimentations-
geschwindigkeits- und die Sedimentationsgleichgewichts-Läufe. Bei den erstgenannten 
wird die Geschwindigkeit, mit der sich die Makromoleküle oder Partikel unter dem 
Einfluß von Zentrifugal-, Auftriebs- und Reibungskraft durch die Lösung bewegen, 
gemessen. Die dabei ermittelte Konzentrationsverteilung innerhalb der Meßzelle wird 
in eine Sedimentationskoeffizienten- (s) verteilung (s-Verteilung) umgerechnet. Diese 
Werte liefern bereits Informationen über die Anzahl und Konzentration der 
Komponenten, Homogenität der Probe, Aggregate und Verteilungsbreiten. Die 
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Sedimentationsgeschwindigkeit selbst wird auch als Sedimentationskoeffizient s 
bezeichnet, die Angabe von s erfolgt in „Svedberg-Einheiten“ S: 1S = 10-13 sec.  
Die meisten Auswertungen von AUZ-Experimenten basieren auf der Grundlage der 
Svedberg-Gleichung. 
 
 
 
 
Mit dieser Gleichung werden die Transportgröße s, der Diffusionskoeffizient D (enthält 
auch den Reibungskoeffizienten f des Partikels) mit der Molmasse M des 
Makromoleküls und den Partikeleigenschaften Masse und Dichte vereint. Ausgehend 
von der Svedberg-Gleichung und der s-Verteilung erlaubt die Methode der AUZ die 
Bestimmung von Molmassen, Molmassenverteilungen, Teilchengrößenverteilungen 
und Teilchendichteverteilungen. Die Bestimmung der Molmassen ist eine klassische 
Anwendung der AUZ. Sie kann alternativ auch über das Sedimentationsgleichgewicht 
ermittelt werden. Auf die Teilchen in der Lösung wirken außer Kräften der 
Sedimentation auch Kräfte der Diffusion. Je mehr Partikel am Zellboden angereichert 
werden, desto stärker werden die Kräfte der Rückdiffusion. Entsteht während des 
Versuchs das sogenannte Sedimentations-Diffusions-Gleichgewicht, sind Rückdiffu-
sion vom Zellboden und die Sedimentation zum Zellboden hin ausgeglichen. Es finden 
keine Transportprozesse mehr statt und die Molmasse wird unabhängig von der 
Sedimentations- und Diffusionskonstante erhalten.  
Mit der AUZ können aber auch Wechselwirkungen zwischen Makromolekülen 
untersucht werden. Diese äußern sich während der Experimente in der 
Konzentrationsabhängigkeit des Sedimentationskoeffizienten (ks, Sedimentations-
geschwindigkeit) und in der Konzentrationsabhängigkeit der ermittelten, apparenten 
Molmasse (A2, Sedimentationsgleichgewicht). Durch die Durchführungen von 
Titrationen lassen sich auf der Basis der gewonnenen Wechselwirkungsdaten  auch 
Dissoziationskonstanten (im Bereich von 10-3 bis 10-9 M) berechnen. 
Die AUZ ist eine sehr vielseitige Methode, die kaum Beschränkungen bzgl. der 
Lösungsmittel- oder Partikelbeschaffenheit hat, die untersuchten Makromoleküle 
können sowohl Proteine, als auch Nukleinsäuren, supramolekulare Aggregate, 
Micellen und Lipide umfassen. Nachteilig bei dieser Methode ist der hohe zeitliche 
Aufwand der mit den Experimenten verbunden ist. Bei einigen Anwendungsbereichen 
(Sedimentationsgeschwindigkeitsversuche) lässt sich der Zeitrahmen für einen 
Versuch auf 3–5 Stunden einschätzen, für Sedimentationsgleichgewichtsversuche liegt 
der zeitliche Rahmen bei 12–24 Stunden. 
Svedberg-Gleichung:
M  =
D (1 – υ ρ)
s R T
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Außer den vorgestellten Methoden gibt es noch eine große Anzahl weiterer Methoden 
zum Studium von Protein-Protein Interaktionen, so z.B. die (Gleichgewichts-) 
Gelfiltration und die Größenausschlusschromatgraphie mit Lichtstreuung, aber auch 
spektroskopische Methoden sowie Alternativen zu den beschriebenen Festphasen-
versuchen (z.B. Luminex).  
 
 
1.4 Aufgabenstellung 
Zu Beginn dieser Arbeit war über die funktionelle Rolle der Matriline in der 
extrazellulären Matrix nur wenig bekannt. Das Ziel war demnach eine Vertiefung der 
Untersuchung und Identifizierung von Bindungspartnern der Matriline. Mit breit 
angelegten Bindungsstudien sollte ein Einblick in die Beteiligungen der Matriline an der 
Assemblierung der extrazellulären Matrix gewonnen werden. Dafür sollten alle vier 
Matriline untersucht werden, die auf Grund der unterschiedlichen Gewebeverteilung 
vermutlich unterschiedliche Bindungen eingehen. Für die Durchführung dieser Studien 
wurde die Methode der ELISA-ähnlichen Bindungsversuche ausgewählt, da sie einfach 
und relativ schnell durchzuführende Versuche mit einer Vielzahl von möglichen Bin-
dungspartnern zulässt und daher für eine initiale Durchmusterung sehr gut geeignet ist. 
 
Besonders starke Wechselwirkungen sollten anschließend im Detail charakterisiert 
werden. Dazu sollten Bindungsstudien mit verkürzten Proteinfragmenten der Matriline 
und ggfs. des identifizierten Bindungspartners durchgeführt werden, um die Lokali-
sation der Bindungsstellen, die an den Protein-Protein Wechselwirkungen beteiligt 
sind, näher zu bestimmen. Auf diese Weise sollten außerdem die Mechanismen, nach 
denen eine Bindung durch die Matriline erfolgt, aufgeklärt werden. Neben den ELISA-
ähnlichen Versuchen wurde für die detaillierten Bindungsstudien die Methode des SPR 
ausgewählt. Die Gründe dafür waren die sehr viel höhere Sensitivität dieser Methode, 
außerdem die geringen Mengen der benötigten Proteine und die gute Möglichkeit, 
präzise kinetische Daten zu gewinnen. Ein weiterer Vorteil war die Möglichkeit der 
Immobilisierung eines der möglichen Bindungspartner. So konnte der starken Tendenz 
der Matriline, zu aggregieren, zumindest zum Teil entgegengewirkt werden.  
 
In einem anderen Teilprojekt sollte eine mögliche Beteiligung der Matriline an 
Wechselwirkungen der extrazellulären Matrix mit Zellen untersucht werden. Dabei 
sollte duch Zellanhaftungsversuche und weitere Bindungsstudien eine Rolle der 
Matriline als potentielle Liganden von zellulären Rezeptoren bzw. als Zellanhaftung-
vermittelnde Proteine untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
Die verwendeten Chemikalien des Qualitätsstandards pro analysi und die Enzyme 
wurden von den Firmen Fluka, Gibco, Merck, Roche, Serva, Sigma und NEB bezogen. 
Anderweitig bezogene Chemikalien und Verbrauchsmaterialien werden an ent-
sprechender Stelle bezeichnet. Für molekularbiologische und zellkulturbezogene 
Arbeiten verwendetes Wasser, hergestellte Lösungen, sowie alles Verbrauchsmaterial 
wurden jeweils für 40 min bei 121°C autoklaviert.  
 
 
2.1.1 Standardpuffer  
Alle verwendeten Lösungen und Puffer wurden in entionisiertem Reinstwasser (qH2O, 
MilliQ Biocel System, Millipore) angesetzt. Angegebene pH-Werte sind bezogen auf die 
Raumtemperatur. Nicht aufgeführte Puffer werden im Kapitel Methoden an 
entsprechender Stelle beschrieben. 
 
 
 
         Tab. 2.1: Lösungen und Puffer 
   
Puffer Zusammensetzung 
6 x DNA Auftragspuffer  0,25 % (w/v) Bromphenolblau  
    70 % (v/v) Glycerin 
TAE    40 mM Tris 
   20 mM Essigsäure 
     1 mM EDTA 
2 x SDS-PAGE Auftragspuffer       4 % (w/v) SDS  
    20 % (v/v) Glycerin  
   0,1 % (w/v) Bromphenolblau    
 125 mM Tris-HCl, pH 6,8 
SDS-PAGE Elektrophoresepuffer  200 mM Glycin 
   0,1 %  (w/v) SDS 
   25 mM TrisHCl, pH 8,3 
PBS  140 mM NaCl 
   10 mM KCl  
     8 mM Na2HPO4  
     2 mM KH2PO4  
        pH 7,4 
TBS  150 mM NaCl 
   50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 
TBST 0,01  150 mM NaCl 
   50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 
 0,01 % (v/v) Tween 20 
TBST 0,05  150 mM NaCl 
   50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 
 0,05 % (v/v) Tween 20 
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2.1.2 Bakterien und Nährmedien 
Für Klonierungsarbeiten wurde der Escherichia coli (E. coli) Stamm DH5α eingesetzt 
(Invitrogen). Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in Luria-Bertani (LB) Medium und 
LB Agar, beide wurden nach Herstellerangaben (GibcoBRL, Life Technologies) 
angesetzt und autoklaviert. Zur Selektion wurde Ampicillin (Amp) in einer 
Endkonzentration von 50 µg/ml in Medien und Agar eingesetzt.  
 
  Tab. 2.2: Bakteriengenotyp und Nährmedien 
DH5α Genotyp LB-Medium LB-Agar 
F-, Φ80, lacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF) U169, 
recA1, endA1, hsdR17 (rK-, mK+), phoA, 
supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1, λ- 
   1 % (w/v) NaCl  
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt 
0,5 % (w/v) Pepton 
 1,5 % Agar in LB-Medium 
 
 
2.1.3 Expressionsvektoren  
Für die Transfektion und die anschließende rekombinante Expression von Proteinen in 
Säugerzellen wurden zwei Varianten des Expressionsvektors pCEP-Pu (Kohfeld et al., 
1997) verwendet (Abb. 2.2). Neben der Signalsequenz für das BM40-Protein im 5’-
Bereich der multiplen Klonierungsstelle enthält die Variante V27 im 3’-Bereich die 
Sequenz für ein C-terminales Histidinmotiv (His6). Die N-His-Variante enthält im 5’-
Bereich der Klonierungsstelle eine Sequenz für ein N-terminales Histidinmotiv (His8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                   
              Abb. 2.1: Vektorkarte der verwendeten Expressionsvektoren. 
                                BM 40 = Sequenz des BM40-Signalpeptids, His6/8 = Sequenz der 
                                6-fachen bzw. 8-fachen Histidin-Markierung.  
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Beide Varianten tragen außerdem die Gene für eine Ampicillin und eine Puromycin-
Resistenz und erlauben damit die Selektionierung transformierter Bakterien bzw. 
transfizierter Säugerzellen. Die extrachromosomale Replikation des Plasmids in 
Säugerzellen und seine stabile Verteilung auf sich teilende Zellen wird über das im 
Vektor enthaltene EBNA-1-Gen sichergestellt. Dieses kodiert für das virale, DNA-
bindende Protein nuclear antigen 1, welches an die Epstein-Barr Virus 
Replikationsstelle (oriP) bindet und zu einer starken Replikation des Plasmids führt. 
pCEP-Pu V27 wurde freundlicher Weise von M. Koch zur Verfügung gestellt, pCEP-Pu 
N-His von N. Smyth. 
 
2.1.4 Oligonukleotide (Primer) 
Die eingesetzten Oligonukleotide wurden von Invitrogen bezogen und sind unter Tab. 
2.3 aufgeführt. 
 
Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide und ihre Sequenzen. Die Erkennungssequenzen der 
Restriktionsenzyme sind blau markiert. 
 
Bezeichnung Sequenz Restriktions-
enzym 
Kodiertes 
Proteinfragment 
M4 dA1 fw 5’-gcccc act agt a aag gac ctg tgt gct gag ttg g-3’ Spe I  
M4 EGF rev 5’-caat gga tcc ccg gtc aca gct ctt gcc atc-3’ Bam HI Matrilin-4 EGF 
COMP Pr4 fw 5’-gcccc gct agc ccg cga cac aga cct gg-3’ Nhe I  
COMP M2 rev 5’-ca atg act gcg gcc gc tta ggc gtt ctc ggg gca c-3’ Not I COMP T3 
 
 
2.1.5 Enzyme 
Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme wurden den Angaben der Hersteller folgend 
verwendet und sind in Tab. 2. 4 aufgeführt.  
 
           Tab. 2.4: Verwendete Enzyme 
 
Enzyme Hersteller 
Restriktionsenzyme New England Biolabs (NEB) 
T4 DNA Ligase NEB 
T4 DNA Polymerase I, großes (Klenow) Fragment NEB 
Expand High Fidelity  Polymerase Roche 
Expand Long Template Polymerase Roche 
 
 
 
 
 2 MATERIAL UND METHODEN 
 25 
2.1.6 DNA-Längenstandard und Protein-Molekulargewichtsstandards 
Als Referenz bei der Durchführung von Agarosegelelektrophoresen und SDS-
Polyacrylamidgelelektrophoresen (SDS-PAGE) wurden die folgende Längen- bzw. 
Molekulargewichtsstandards verwendet: 
 
DNA-Längenstandard:   1kb DNA-Ladder (Life Technologies) 
 
Protein-Molekulargewichtsstandards: High Molecular Weight Marker (Roche) 
     Broad Range Marker (NEB) 
 
Der High Molecular Weight Marker und der Broad Range Marker wurden verwendet, 
um auch für die hohen Molekulargewichte vollständig oligomerisierter Matriline einen 
Maßstab zu liefern. Beide Molekulargewichtsstandards sind ausschließlich in 
reduzierter Form erhältlich und wiesen daher bei der SDS-PAGE geringfügige 
Laufunterschiede gegenüber den untersuchten, nicht-reduzierten, Proteinen auf. 
 
2.1.7 Antikörper 
Die Verwendung der (Sekundär-)Antikörper für Immunoblots (IB), ELISA-ähnliche 
Versuche (ELISA) und Immunofluoreszenzen (IF) entsprach den Herstellerangaben. 
Die Lagerung der Antikörper erfolgte bei 4°C oder -20°C.  
 
  Tab. 2.5: Verwendete Primärantikörper.  
Antigen/Bezeichnung Spezies Anbieter/Referenz Verd. ELISA Verd. IB Verd. IF 
Matrilin-1 BTC-1  ra (poly) N. Hauser, n. p. 1:500 1:500 - 
Matrilin-3 CT ra (poly) Klatt et al., 2000 1:500 1:500 - 
Matrilin-4 ra (poly) Klatt et al., 2001 1:1000 1:1000 - 
COMP ra (poly) Hedbom et al., 1992 1:1000 1:1000 - 
Vinculin m (mono) Sigma - - 5-10 µg/ml 
BTC = boviner Tracheaknorpel, m = Maus, ra = Kaninchen, n. p. = nicht publiziert, 
      poly  = polyklonal, mono = monoklonal 
 
Tab. 2.6: Verwendete Sekundärantikörper.  
Antigen/Bezeichnung Typ Anbieter/Referenz Verd. ELISA Verd. IB Verd. IF 
Kaninchen IgG HRP-konj. Dako 1:4000 1:2500 - 
Maus IgG Cy3-konj. Jackson Laboratories - - 1:500 
HRP = Meerettichperoxidase 
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2.1.8 Säugerzellen  
 
    Tab. 2.7: Verwendete Säuger-Zelllinien 
 
Zelllinie Modifikation Ursprung Verwendung 
HEK-293 EBNA EBNA Gen Humane Niere (Invitrogen) Rek. Protein Expression 
Wi26 - Humane Lungenfibroblasten1 Zellanhaftungsversuche 
HaCaT - Humane Keratinozyten1 Zellanhaftungsversuche 
CHO K1 - Hamster Ovarien2 Zellanhaftungsversuche 
CHO 745 GAG-defizient Hamster Ovarien2 Zellanhaftungsversuche 
GD25 β1-Integrin defizient  Maus Fibroblasten3 Zellanhaftungsversuche 
β1-res. GD25 β1-Integrin rekonstituiert Maus Fibroblasten3 Zellanhaftungsversuche 
 1 = Zur Verfügung gestellt von M. Aumailley, Universität zu Köln 
 2 = Zur Verfügung gestellt von S. Ricard-Blum, IBCP, Lyon, Frankreich 
 3 = Zur Verfügung gestellt von A. Aszodi, Martinsried 
 
 
2.2 Molekularbiologische Methoden 
Soweit nicht anders angegeben entsprach die Durchführung molekularbiologischer, 
biochemischer und zellkulturbezogener Methoden den Standardprotokollen (Sambrook 
et al., 1989; Rehm, 2000) oder den mitgelieferten Anweisungen der Hersteller. In 
Einzelfällen wurden die Protokolle angepasst bzw. für die geplanten Versuche 
optimiert. 
 
2.2.1 Klonierungsstrategie 
Die meisten für diese Arbeit benötigten Proteine und Proteinfragmente lagen zu Beginn 
des Projekts bereits vor. Zur rekombinanten Expression der noch fehlenden Matrilin-4 
EGF- und COMP-T3-Fragmente wurden die gewünschten cDNA-Abschnitte mittels 
PCR und den geeigneten Primern amplifiziert. Die gewonnenen DNA-Abschnitte 
wurden über die Schnittstellen NheI und BamHI bzw. NheI und NotI (Abb. 2.1) in die 
Expressionsvektoren V27- und N-His-pCEP-Pu insertiert. Dazu wurden sowohl die 
PCR-Produkte als auch die vorliegenden Vektoren mit den entsprechenden 
Restriktionsenzymen verdaut und auf Agarosegelen aufgetrennt. Nach der Reinigung 
der aufgetrennten DNA-Fragmente erfolgten eine Ligation der jeweiligen Vektoren und 
Fragmente und eine Transformation der Plasmide in kompetente Bakterien.  
 
 
 
 
 2 MATERIAL UND METHODEN 
 27 
     Tab. 2.8: Klonierungsstrategie 
 
Konstrukt Vektor Schnittstellen 
Matrilin-4 EGF V27 pCEP-Pu 8x C-His Vektor : Nhe I, Bam HI 
Insert  : Spe I, Bam HI * 
COMP T3 pCEP-Pu 6x N-His Vektor : Nhe I, Not I 
Insert  : Nhe I, Not I 
      * = Spe I und Nhe I erzeugen kompatible Enden 
 
Einzelne Bakterienkolonien wurden in Flüssigkulturen vermehrt. Mit der daraus 
isolierten Plasmid-DNA wurden schließlich HEK-293 EBNA-Zellen transfiziert. Die 
Identität und Korrektheit der Konstrukte wurde vorher mittels Restriktionsanalyse mit 
den zur Ligation verwendeten Restriktionsenzymen und durch die Sequenzierung der 
cDNA-Inserts überprüft. 
 
2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifizierung der zu klonierenden DNA-Fragmente wurden präparative PCRs mit 
kleinen Mengen Matrizen-DNA und den entsprechenden Primern durchgeführt, die 
DNA-Fragmente wurden in bis zu 24 Zyklen mit der Expand Long Template oder der 
Expand High Fidelity Polymerase (Roche) amplifiziert. Zur Fehlervermeidung während 
der DNA-Synthese wurden eine Polymerase mit Korrekturlesefunktion und eine 
möglichst geringe Anzahl von Zyklen gewählt. Die Anlagerungstemperatur der 
Oligonucleotide richtete sich nach deren optimaler Hybridisierungstemperatur, die 
Elongationszeit nach der Länge des zu erwartenden PCR-Produkts. Nachfolgend sind 
ein PCR-Ansatz und ein PCR-Temperaturprogramm beispielhaft wiedergegeben.  
 
Touchdown-PCR Protokoll 
                     Ansatz  Temperaturprogramm 
1 – 20 ng DNA  1.)    3 min            95°C Denaturierung   1X 
0,5 µl 5’-Oligonukleotid (10µM)  2.)  30 sec            95°C Denaturierung 
0,5 µl 3’-Oligonukleotid (10µM)  3.)  30 sec       62-57°C * Hybridisierung    
0,2 µl dNTP Mix [25µM]  4.)  60-90 sec       68°C Elongation 
2,5 µl 10x Expand PCR-Puffer (Roche)                 9x Wiederholung 2. – 4- 
2 U Expand Polymerase (Roche)  5.)  30 sec            95°C Denaturierung 
Ad 25 µl H2O  6.)  30 sec            58°C Hybridisierung    
   7.)  60-90 sec       68°C Elongation 
                24x Wiederholung 5. – 7.  
   8.)  10 min            68°C Endsynthese 
* = Abnehmend um 0,5°C pro Zyklus 
 
 
 2 MATERIAL UND METHODEN 
 28 
2.2.3 Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese erfolgte in TAE-Puffer nach Standardmethoden 
(Sambrook et al., 1989). Agarose (Seakem) wurde in TAE-Puffer unter Aufkochen 
vollständig gelöst und nach kurzer Abkühlung und der Zugabe von Ethidiumbromid 
(Endkonzentration 0,5 µg/ml) in eine Gießkammer gegossen. Die Konzentration der 
Agarose entsprach der Größe der erwarteten DNA-Fragmente und lag zwischen 0,7 
und 1,5%. Sobald auspolymerisiert, wurde das Gel mit TAE-Puffer überschichtet. Die 
DNA-Proben wurden zusammen mit der entsprechenden Menge des 6x DNA-
Probenpuffers in die Geltaschen geladen, als Referenzwert wurde außerdem der DNA-
Größenmarker aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 4-8 Volt/cm 
Elektrodenabstand. Ins Nukleinsäuregerüst interkaliert und durch UV-Licht zur 
Lumineszenz angeregt, machte das Ethidiumbromid nach der Elektrophorese die 
aufgetrennte DNA sichtbar und ermöglichte das Ausschneiden gewünschter Banden. 
 
2.2.4 Elution aufgetrennter DNA aus Agarosegelen 
Die gewünschten Banden wurden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die 
Präparation der DNA aus dem Gel erfolgte unter Verwendung des UltraClean15-Kits 
(Macherey-Nagel) und nach dessen Protokoll. Dabei erfolgte die Elution im letzten 
Schritt mit H2O. 
 
2.2.5 Bestimmung von DNA-Konzentrationen 
Im Agarosegel wurde die DNA-Konzentration gegenüber einem standardisierten 
Marker geschätzt, verifiziert wurde sie durch die photometrische Bestimmung bei einer 
Wellenlänge von 260 nm. Die Konzentration doppelsträngiger DNA (dsDNA) wird dabei 
nach folgender Formel berechnet: 
 
 dsDNA-Konzentration (µg/ml) = (OD260 - OD280) x 2 x 50 x Verdünnungsfaktor 
 
Bei λ = 260 nm und einer Schichtdicke von 1 cm entspricht demnach eine Absorption 
von 1 einer Konzentration von 50 µg/ml. Die Reinheit präparierter DNA wurde anhand 
des Quotienten von OD260 und OD280 ermittelt, das Verhältnis OD260/OD280 sollte für 
reine DNA bei ca. 1,8 liegen.  
 
2.2.6 Restriktionsverdau von DNA 
Plasmid-DNA und durch PCR gewonnene DNA-Fragmente wurden mit Restriktions-
endonukleasen der Firma NEB geschnitten. Die Versuche wurden den Hersteller-
anweisungen folgend und mit den vom Hersteller empfohlenen Puffern durchgeführt.  
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Bei gleichzeitig mit zwei Enzymen durchgeführten Doppelverdaus wurden jeweils die 
empfohlenen Puffer gewählt, die eine ausreichende Aktivität für beide Enzyme 
gewährleisteten. 
         
Restriktionsspaltung von DNA 
DNA           1 µg 
Restriktionsenzym (NEB)      2-10 U 
10x Restriktionspuffer (NEB)           2 µl 
100x BSA (NEB)        0,2 µl 
ad 20 µl H2O 
Inkubation für 2 h bei 37°C 
 
 
2.2.7 Ligation von DNA 
Die Insertion von DNA-Fragmenten in den modifizierten Expressionsvektor pCEP-Pu 
wurde unter der Verwendung der T4-DNA-Ligase durchgeführt. Dabei wurden ca. 25ng 
geschnittener Vektor-DNA mit einem 3-5-fachen molaren Überschuß des 
geschnittenen DNA-Fragments eingesetzt. 
.  
Ligation von DNA 
DNA Insert              25 ng 
DNA Vektor ca. 25-125 ng 
T4-DNA-Ligase (NEB)           5-10 U 
10x T4-DNA-Ligase Puffer(NEB)                1µl 
ad 10 µl H2O 
Inkubation für 1 h bei RT 
 
 
2.2.8 Sequenzierung von DNA 
Alle Sequenzierungen wurden durch die Zentrale Bioanalytik (ZBA) des ZMMK 
(Zentrum für molekulare Medizin der Universität zu Köln) durchgeführt und erfolgten 
unter Verwendung eines automatischen Sequenziergerätes vom Typ ABI Prism 377 
DNA Sequencer und des Big Dye v1.1 Cycle Sequencing Kits (beide Applied 
Biosystems). Die Sequenzierung erfolgte unter der Verwendung der zur Amplifikation 
verwendeten Primer sowie durch Sequenzierungsprimer (COMP T3, zur Verfügung 
gestellt von M. Schmitz) und interne Primer des ZMMK. Zur Sequenzierung wurden 
200-400 ng gereinigter Plasmid-DNA 0,5 µl Primer (10 µM) zugesetzt und das 
 2 MATERIAL UND METHODEN 
 30 
Volumen mit H2O auf 6µl eingestellt. Die erhaltenen Sequenzen wurden entweder 
internetbasiert mittels NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) oder dem Programm 
GeneTool Lite mit den Datenbanksequenzen verglichen. Fehlerfreie Plasmid-DNA 
Konstrukte wurden zur Transformation von Bakterienkulturen verwendet. 
 
2.2.9 Herstellung von Bakterienkulturen 
Die Kultivierung von E.coli Bakterien erfolgte auf LB-Agarplatten oder in LB-Medium 
bei 37°C (Brutschrank: Heraeus, Typ B5050 E, Heraeus Instruments) und entweder in 
An- oder Abwesenheit von Ampicillin (50 µg/ml). Zur Gewinnung von Einzelkolonien 
wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten ausgestrichen und über Nacht inkubiert. Am 
folgenden Tag wurde frisches LB-Medium mit einzelnen Bakterienkolonien  angeimpft 
(1 Kolonie/5 ml, ebenfalls mit oder ohne Ampicillin) und für 8 – 16 Stunden bei 37°C 
und 200-250 U/min geschüttelt. Für eine langfristige Lagerung transformierter 
Bakterien wurden Übernachtkulturen mit 0,1 Volumen Glycerin versetzt und bei -80°C 
eingefroren. 
 
2.2.10 Herstellung transformationskompetenter Bakterien 
100 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer Bakterienkultur (Typ DH5) angeimpft und 2-
3 h bei 37°C schüttelnd (220 U/min) inkubiert. Die Vermehrung der Zellen erfolgte unter 
photometrischer Kontrolle (λ = 600 nm) bis die Kultur eine optische Dichte von 0,5 
erreicht hatte. Die Bakteriensuspension wurde anschließend in 50ml Falcon-Röhrchen 
(Greiner) 15 min auf Eis weiterinkubiert und schließlich zentrifugiert (15 min, 1200 x g, 
4°C). Der Resuspension der Bakterien in 33 ml steriler RF I Lösung schloß sich eine 
weitere Inkubation (30 min) auf Eis und eine erneute Zentrifugation (15 min, 1200 x g, 
4°C) an. Die sedimentierten Bakterien wurden dann in 8 ml RF II Lösung 
resuspendiert, 15 min auf Eis inkubiert und bei -80°C eingefroren und gelagert. 
 
       Tab. 2.9: Lösungen zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien. 
RF I Lösung RF II Lösung 
100 mM RbCL 10 mM MOPS 
  50 mM MnCl2 10 mM RbCl 
  30 mM KAc 75 mM CaCl2 
  10 mM CaCl2  15 % (v/v) Glycerin 
  15 % (v/v) Glycerin 
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2.2.11 Transformation von Bakterien 
50 µl transformationskompetente DH5α Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 10-
100 ng rekombinanter Plasmid-DNA versetzt. Nach 20-minütiger Inkubation auf Eis 
wurden die Bakterien für 80 sec bei 42°C inkubiert und direkt danach für 2 min auf Eis 
abgekühlt. Anschließend wurden 500 µl LB-Medium zu den vorbereiteten Bakterien 
hinzugegeben und die Suspension bei 37°C inkubiert. Nach 1 h wurden jeweils 10 µl 
und 100 µl der Bakterienkultur auf ampicillinhaltigen Agarplatten ausgestrichen und 
über Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden Einzelkolonien auf ihre 
Transformation hin untersucht. 
 
2.2.12 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen 
Einzelkolonien transformierter Bakterien wurden in 5 ml für 8-16 h bei 37°C geschüttelt 
(200-250 U/min), anschließend wurden 2 ml der Bakterienkultur für 1 min bei 12000 x g 
zentrifugiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den pelletierten Bakterien wurde 
nach Herstellervorschrift mit dem „Nukleo Spin Plasmid“-Kit (Macherey-Nagel) und 
dessen zugehörigen Puffern durchgeführt.  
 
2.2.13 Präzipitation von DNA (Ethanolfällung) 
Zur Ethanolfällung von DNA wurden den entsprechenden Lösungen 1/10 Volumen 3 M 
NaOAc, pH 5,2 und 2 Volumen eiskaltes Ethanol (96 %) hinzugefügt. Nach einer Inku-
bation von 30 min bei -20°C wurde die DNA durch Zentrifugation (10 min, 12000 x g, 
4°C) pelletiert, das Pellet zweimal mit Ethanol (70 %) gewaschen und wiederum zentri-
fugiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet und in H2O oder TE-Puffer resuspendiert.   
 
 
 
2.3 Zellkulturarbeiten 
 
2.3.1 Kultivierung von Zellen 
Für die rekombinante Expression von Proteinen wurde die humane Nierenzelllinie 
HEK-293 EBNA (Invitrogen) verwendet. Für die meisten der für diese Arbeit benötigten 
Proteine und Proteinfragmente lagen bereits fertig transfizierte Zelllinien vor. Die noch 
fehlenden Konstrukte wurden ebenfalls in EBNA Zellen transfiziert. Die HEK-293 EBNA 
Zellen enthalten eine Neomycin-Resistenz und sind dadurch mit Geneticin (G418) 
selektionierbar, außerdem enthalten sie das EBNA-1 Gen (Epstein-Barr virus nuclear 
antigen), welches die Expression und Replikation des Vektors pCEP-Pu unterstützt.  
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Für die Durchführung von Zellanhaftungsversuchen wurden Keratinozyten- (HaCaT), 
Fibroblasten- (Wi26, GD25) und CHO-Zelllinien verwendet (Herkunft s. 2.1.7). Die 
Kultivierung aller Zellen erfolgte bei 37°C und 5 % CO2 in modifizierten DMEM/F12 
Nährmedien (s. Tab. 2.10), zur Selektionierung frisch transfizierter HEK-293 EBNA-
Zellen wurde dem Medium Puromycin (0,5 µg/ml) hinzugefügt.  
 
2.3.2 Nährmedien von Zellen 
 
Tab. 2.10: Nährmedien von Zellen 
DMEM Vollmedium DMEM Vollmedium - 
serumfrei 
DMEM CHO Medium 
 DMEM/F121    DMEM/F12   DMEM/F12 
 10 % FCS2      2 mM Glutamin   1 % nicht-essentielle Aminosäuren1 
   2 mM Glutamin1      1 % Penicillin/Streptomycin 10 % FCS 
   1 % Penicillin/Streptomycin1  0,5 µg/ml Gentamycin1 
1 = bezogen von Gibco,   2 = fötales Kälberserum 
 
2.3.3 Expansion von Zellen und Ernte von Zellkulturüberständen 
Konfluente Zellschichten wurden dreifach mit PBS gewaschen. Zur Ablösung vom 
Boden der Kulturschale und zur Vereinzelung der Zellen wurde der Zellrasen mit einer 
Trypsin/EDTA-Lösung (0,25 %/2 mM in PBS) bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung des 
Trypsins erfolgte anschließend durch die Zugabe von 2-10 Vol. Vollmedium zu der 
Zellsuspension, danach konnten die Zellen im gewünschten Verhältnis (1:2 – 1:10) 
passagiert oder für Zellanhaftungsversuche verwendet werden.  
 
2.3.4 Transfektion von HEK-293 EBNA Zellen 
Die Transfektion von 293 EBNA Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung 
des nicht-liposomalen Reagens FuGENE 6 (Roche) und mit Zellen die zu 50-70 %iger 
Konfluenz (10 cm Kulturschale) herangewachsen waren. Parallel zu einem Wechsel 
des Zellmediums zu frischem Vollmedium wurden 3 µl FuGENE-Lösung mit 97 µl 
serumfreiem Medium versetzt und 5 min bei RT inkubiert. 1µg Plasmid-DNA wurden in 
einem Reaktionsgefäß vorgelegt und nach der Inkubation tropfenweise mit der 
verdünnten FuGENE-Lösung vermischt und weitere 15 min bei RT inkubiert. 
Anschließend wurde das DNA-FuGENE-Gemisch zu den vorbereiteten Zellen 
hinzugegeben. Nach 24-stündiger Inkubation im Brutschrank wurde durch die Zugabe 
von 1µg/ml Puromycin die Selektion eingeleitet. 
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2.3.5 Kryokonservierung von Zellen 
Zu 80-90 % konfluent gewachsene Zellen wurden mit Trypsin von den Zellkultur-
schalen abgelöst. Nach der Inaktivierung des Trypsins mit  mind. 2 Vol. Vollmedium 
wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, RT, 100 x g) und anschließend in Kryomedium 
(Vollmedium mit 20 % FCS und 10 % DMSO) resuspendiert. In 1 ml-Fraktionen (pro 
Zellkulturschale) wurden die Zellen in Kryoröhrchen (Greiner) pipettiert und in Gefäßen 
mit Isopropanol (Nalgene) langsam (ca. -1°C/min) auf -80°C eingefroren. Für eine 
langfristige Lagerung wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff überführt. 
 
2.3.6 Ernte serumfreier, konditionierter Überstände 
Zur Gewinnung rekombinant exprimierter Proteine wurden in großen Dreifach-
Zellkulturflaschen (Nunc) konfluent gewachsene, transfizierte Zellen zweimal mit PBS 
gewaschen und anschließend in serumfreiem Vollmedium weiterkultiviert. Nach 24 h 
wurde das Medium erneut gegen frisches, serumfreies Vollmedium ausgetauscht, die 
Ernte des konditionierten Zellkulturüberstands erfolgte nach 3-4 weiteren Tagen. Es 
konnte bis zu 3 Mal erfolgreich von einer Zellkultur geerntet werden. Das Medium 
wurde sofort zentrifugiert (20 min, 12000 x g, 4°C) und anschließend filtriert, danach 
wurden ihm 0,02 % NaN3 und, im Fall von COMP-enthaltenden Überständen, jeweils 
2mM der Proteasehemmer PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) und NEM (N-Ethyl-
Maleinimid) zugesetzt. Danach erfolgte die Reinigung der Proteine, die Überstände 
wurden bestenfalls kurzzeitig gelagert (4°C) und nicht eingefroren. 
 
 
2.4 Proteinchemische Methoden 
 
2.4.1 Sequentielle Extraktion von Matrilin-1 
Für die native Extraktion von Matrilin-1 aus bovinem Gewebe wurde Rippen- und 
Brustbeinknorpel eines Rinderfötus verwendet. Das Tier (ca. 5. Monat der Gestation) 
wurde vom Schlachthof Euskirchen bezogen und hatte eine Scheitel-Steiß-Länge von 
ca. 50 cm. Alle Vorgänge fanden auf Eis oder im Kühlraum (4°C) statt. Der präparierte 
Knorpel (ca. 15 g) wurde im 20-fachen Volumen (g/ml Naßgewicht) des vorgekühlten 
TBS-Extraktionspuffers E I bis zur breiigen Konsistenz zerkleinert (Polytron Homogeni-
sator) und über Nacht im Kühlraum (4°C) rollend extrahiert. Anschließend wurde der 
Extrakt (ca. 300 ml) durch Zentrifugation (20 min, 10000 × g, 4°C) von festen Rück-
ständen befreit. Das Pellet wurde in TBS-Extraktionspuffer E II (Volumen wie E I) 
resuspendiert, erneut über Nacht extrahiert und wiederum zentrifugiert. Das Protein 
konnte mittels Ionenaustauscherchromatografien aus dem Überstand isoliert werden. 
 2 MATERIAL UND METHODEN 
 34 
               Tab. 2.11: Extraktionspuffer I und II 
TBS-Extraktionspuffer E I TBS-Extraktionspuffer E II 
 150 mM NaCl  150 mM NaCl 
   50 mM Tris-HCl, pH 7,4    50 mM Tris-HCl, pH 7,4 
     2 mM PMSF      2 mM PMSF 
     2 mM NEM      2 mM NEM 
    10 mM EDTA 
 
Anionenaustauscher  
20 ml einer DEAE-Sepharose (GE Healthcare) wurden in einen Säulenkörper gefüllt 
und bei einer Flußrate von 0,5-0,7 ml/min mit Puffer E II gepackt und äquilibriert. Zur 
Entfernung von Proteoglykanen wurde der von Rückständen befreite Überstand des 
Knorpelextrakts bei gleich bleibender Flußrate über die DEAE-Matrix passagiert. Der 
durchgelaufene Überstand wurde dann zur Elution des Matrilin-1 Proteins über einen 
Kationenaustauscher gegeben. 
 
Kationenaustauscher  
Der nach dem Anionenaustauscher gewonnene Extrakt wurde mit 50 mM Tris, pH 7,4 
auf eine NaCl-Konzentration von 90-100 mM verdünnt. Ein FPLC-Säulenkörper 
(Amersham) wurde mit 8 ml einer SP-Sepharose Fast-FLow (Amersham) gefüllt und 
bei einer Flußrate von 1 ml/min mit Puffer E III gepackt und äquilibriert. Der Knorpel-
extrakt wurde bei gleich bleibender Flußrate über die Säule passagiert, anschließend 
wurde die Säulenmatrix mit 5 SV Puffer E III gewaschen. Danach wurde die Säule in 
einer FPLC-Anlage (Pharmacia) montiert und das gebundene Protein mittels eines 
linear ansteigenden NaCl-Gradienten (100 ml, 100 mM – 500 mM) eluiert. Der Gradient 
wurde durch die sukzessive Vermischung von Puffer III und IV erreicht. Die Eluate 
wurden in 1 ml-Fraktionen gesammelt und bereits während der Elution photometrisch 
auf ihren Proteingehalt untersucht und im Anschluß mittels SDS-PAGE und 
Immunoblot weiter analysiert.  
 
      Tab. 2.12: Extraktionspuffer III und IV 
Puffer E III Puffer E IV 
  100 mM NaCl   500 mM NaCl 
    50 mM Tris-HCl, pH 7,4     50 mM Tris-HCl, pH 7,4 
      2 mM PMSF       2 mM PMSF 
      2 mM NEM       2 mM NEM 
 0,02 % NaN3  0,02 % NaN3 
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2.4.2 Affinitätsreinigung rekombinanter Proteine mittels StrepII-Markierung 
Rekombinant exprimierte Volllängen Matriline wurden über ihre C-terminale StrepII-
Markierung affinitätsgereinigt. Dazu wurden 1-2 ml einer Streptactin-Sepharose (IBA) 
in einen Säulenkörper eingefüllt und mit 10 Säulenvolumen (SV) Puffer I und einer 
Flußrate von ca. 150-200 µl/min äquilibriert und gepackt. Anschließend wurden die 
konditionierten Überstände (ca. 500 ml) mit einer Flußrate von ca. 100 µl/min über die 
Säule gegeben. Danach wurde die Säule bei gleich bleibender Flußrate mit 5-10 SV 
Puffer S I gewaschen und über die StrepII-Markierung gebundenes Protein schließlich 
mit 10 SV Puffer S II eluiert und in 1 ml Fraktionen gesammelt. Um Dialysen zu 
vermeiden, wurde der Puffer S II auf der Basis des SPR-Laufpuffers (HBS-P, Biacore, 
s. Kapitel 2.5.2) angesetzt, wenn die eluierten Proteine für SPR-Versuche eingesetzt 
werden sollten. 
 
            Tab. 2.13: Puffer zur Affinitätsreinigung über StrepII 
Puffer S I Puffer S II Puffer S II (SPR) 
150 mM NaCl 150 mM NaCl HBS-P (Biacore) 
100 mM Tris-HCl, pH 8,0  100 mM Tris-HCl pH 8,0   2,5 mM Desthiobiotin (IBA) 
  2,5 mM Desthiobiotin (IBA)  0,02 % NaN3 
 0,02 % NaN3  
 
 
 
2.4.3 Affinitätsreinigung rekombinanter Proteine mittels His6/8-Markierung 
Rekombinant exprimierte Matrilin- und COMP-Fragmente und Volllängen COMP-
Protein wurden über ihre N- und C-terminale  His6/8-Markierung affinitätsgereinigt. Dazu 
wurde 1 ml einer Metallionen-Affinitätsmatrix (Talon Superflow Metal Affinity Resin®, 
Clontech) in einen Säulenkörper eingefüllt, und mit ca. 10 Säulenvolumen (SV) Puffer 
H I und einer Flußrate von 1 – 2 ml/min äquilibriert und gepackt. Anschließend wurden 
die konditionierten Überstände (50 – 500 ml, COMP: bis zu 2 l) mit der gleichen 
Flußrate über die Säule gegeben. Danach wurde die Säule mit 5-10 SV Puffer H I 
gewaschen und über die His-Markierung gebundenes Protein schließlich mit 10 SV 
Puffer H II eluiert und in 1 ml Fraktionen gesammelt. Im Fall von COMP-Proteinen 
wurden dem Puffer H II je 2 mM PMSF und NEM hinzugefügt. Wie für Puffer S II 
(2.4.1) wurde auch der Puffer H II für Proteine, die für SPR-Versuche eingesetzt 
werden sollten, auf der Basis des SPR-Laufpuffers angesetzt. 
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           Tab. 2.14: Puffer zur Affinitätsreinigung über His6/8 
Puffer H I Puffer H II Puffer H II (SPR) 
150 mM NaCl 150 mM NaCl HBS-P (Biacore) 
  50 mM Tris-HCl, pH 7,4    50 mM Tris-HCl pH 7,4 200 mM  Imidazol (Sigma) 
 200 mM  Imidazol (Sigma) 0,02 % NaN3 
 0,02 % NaN3  
 
 
2.4.4 Affinitätsreinigung von Antikörpern 
Antikörper wurden aus vorhandenen Antiseren mittels CNBr-Sepharose affinitäts-
gereinigt. Antiserum mit 500 µg des gewünschten Antigens (ca. 2-2,5 ml) wurde dazu 
über Nacht gegen 5 l Kopplungspuffer dialysiert. 150 mg CNBr-Sepharose 4B 
(Amersham Pharmacia) wurden in 500 µl 1mM HCl bei 4°C für 1 h aktiviert, 5 min bei 
1000 x g und 4°C zentrifugiert und erneut in 500 µl 1 mM HCl resuspendiert. Nach vier 
Wiederholungen wurde die aktivierte CNBr-Sepharose (in 500 µl HCl) mit dem 
dialysierten Antiserum vermischt und der gesamte Ansatz 16 h bei 4°C langsam rollend 
inkubiert. Anschließend wurde die Sepharose 5 min bei 1000 x g und 4°C zentrifugiert 
und zweimal in je 1 ml Kopplungspuffer gewaschen. Zur Absättigung frei gebliebener 
Bindungsstellen wurde die aktivierte Sepharose anschließend in 750 µl 0,1 M Tris-HCl 
(pH 8,0) resuspendiert und 2 h bei 4°C inkubiert. Die Protein-gekoppelte Sepharose 
wurde in einen kleinen (1 ml) Säulenkörper überführt und bei einer Flußrate von 0,1 
ml/min mit 5 SV 0,1 M Tris-HCl pH 8,0 (Puffer A I) gewaschen und gepackt. Weitere 
Waschschritte erfolgten alternierend mit jeweils 10 SV Puffer A II und 10 SV Puffer A I 
und jeweils mindestens drei Wiederholungen. 
 
Tab. 2.15: Puffer zur Affinitätsreinigung über His6/8 
Kopplungspuffer Puffer A I Puffer A II Puffer A III Puffer A IV 
500 mM NaCl 500 mM NaCl   500 mM NaCl  500 mM NaCl 
100 mM NaHCO3 100 mM Tris-HCl   100 mM Na-Acetat   10 mM Tris   10 mM Tris 
        pH 8          pH 4        pH 7,5        pH 7,5 
Puffer Blockierung/Neutralisierung  Elutionspuffer 
1M Tris-HCl, pH 8  100 mM Glycin pH 2,5 
 
5 ml Antiserum wurden durch Zentrifugation geklärt (1 h, 12000 x g, 4°C) und im 
Verhältnis 1:10 in Puffer A III verdünnt. Das verdünnte Serum wurde mit einer Flußrate 
von 100 µl/min auf die Affinitätssäule geladen und bis zu 2 Tage im geschlossenen 
System zirkuliert. Anschließend wurde die Säule mit 5 SV Puffer A III und 5 SV Puffer 
A IV gewaschen. Gebundene Antikörper wurden in 6 Fraktionen von jeweils 0,75 ml 
Elutionspuffer in Reaktionsgefäße mit vorgelegten 0,75 ml 1M Tris-HCl, pH 8 eluiert. 
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Für diese Arbeit lagen bereits affinitätsgereinigte Antikörper gegen Matrilin-4 vor, 
Antikörper gegen Matrilin-3 wurden aus bereits früher hergestelltem Antiserum neu 
gereinigt, dieses war gegen rekombinantes Matrilin-3 ohne C-terminale coiled-coil 
Domäne gerichtet (Klatt et al., 2000). Die verwendeten Antikörper gegen Matrilin-1 und 
COMP wurden für die vorliegende Arbeit nicht affinitätsgereinigt, da sie bereits als 
Serum eine genügend hohe Spezifität und einen hohen Titer aufwiesen. 
 
2.4.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford 
Die Bestimmung der Konzentration von Proteinen in Lösungen erfolgte unter 
Anwendung der Bradford-Methode. Bradford-Stammlösung wurde 1:5 in H2O verdünnt, 
im Verhältnis 50:1 zu der Proteinlösung gegeben (200 µl + 4 µl) und 5 min bei RT 
inkubiert. Die Proteinkonzentrationen wurden photometrisch bei 595 nm bestimmt , als 
Referenz diente eine BSA-Standardreihe, angesetzt mit dem gleichen Puffer in dem 
das zu messende Protein vorlag. Die Erstellung der BSA-Regressionskurve (nicht-
linear) erfolgte automatisch im Photometer (BioPhotometer, Eppendorf). 
  
Bradford-Stammlösung (5x) 
2,5 ml Ethanol (96 %, v/v) 
 25 mg Coomassie Brilliant Blue G250 
 25 ml H3PO4 (konz.) 
 ad 50 ml H2O 
 
 
2.4.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Proteine wurden nach der Methode der diskontinuierlichen vertikalen Elektrophorese 
(Laemmli, 1970) mittels SDS-PAGE  aufgetrennt, verwendet wurde dabei das Elektro-
phorese-System Hoefer SE 200 Mighty Small System (Amersham Pharmacia). Als 
Grundlage für die Trenngelmatrix wurde eine 30%ige Mischung aus Acrylamid und 
N,N´-Methylenbisacrylamid (37,5 : 1, National Diagnostics) eingesetzt, deren Acryl-
amidendkonzentration an die zu untersuchenden Proben angepasst wurde. Für 
hochmolekulare, heterogene Proteinlösungen wurden Gele mit linearen Acrylamid-
gradienten aus zwei Lösungen mit verschiedenen Acryclamidkonzentrationen herge-
stellt, die Acrylamidkonzentration in der Sammelgelmatrix betrug immer 4 %. Nach 
dem Ansetzen der Gellösung mit der gewählten Acrylamidkonzentration wurde die 
Auspolymerisierung zu einem Gel durch radikalische Polymerisation nach Zugabe von 
75 µl Ammonium-persulfatlösung (APS, 10 %, v/v) und 3 µl TEMED (N, N, N’, N’-
Tetramethyl-Ethylendiamin) pro 7 ml Acrylamidlösung ausgelöst. 
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       Tab. 2.16: SDS-PAGE Puffer  
Sammelgelpuffer Trenngelpuffer 
 375 mM Tris-HCl pH 6,8   125 mM Tris-HCl, pH 8,8 
   0,1 % (w/v) SDS    0,1 % (w/v) SDS  
 
Die Acrylamidlösung bzw. ein Gradient aus zwei Lösungen verschiedener 
Acrylamidkonzentrationen wurde in eine Gießkammer gegossen und mit wasser-
gesättigtem Butanol überschichtet. Nach der Auspolymerisierung wurde das Butanol 
entfernt, der Sammelgelpuffer ebenfalls mit APS und TEMED versetzt, über das 
Trenngel gegossen und auspolymerisiert.  
Die Proteinproben wurden mit SDS-Auftragspuffer versetzt und nach ca. 5 min auf das 
in der Laufkammer montierte und mit SDS-Laufpuffer überschichtete Gel aufgetragen. 
Zur Analyse reduzierter Proteinproben wurde der Autragspuffer vorher mit -
Mercaptoethanol (Endkonz. 0,5 %; v/v) versetzt und die Proteine 5-10 min bei 100°C 
reduziert. Zum Größenvergleich aufgetrennter Proteine wurde außerdem ein 
Molekulargewichtsstandard auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische 
Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 150 V. 
 
2.4.7 Coomassie Färbung von Proteinen  
In SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennte Proteine wurden mit einer Coomassie 
Färbelösung denaturiert, fixiert und angefärbt. Zur Färbung wurden die SDS-Gele für 
30 min in der Färbelösung geschwenkt und anschließend in Entfärbelösung wieder 
entfärbt, bis nur noch die Proteinbanden sichtbar waren. Die Nachweisgrenze liegt für 
diese Färbemethode bei ca. 0,5 µg Protein. Die Lagerung der Gele erfolgte, wenn 
nötig, in 7 % (v/v) Essigsäure bei RT. 
 
           Tab. 2.17: (Ent-)Färbelösungen SDS-PAGE 
Coomassie Blau Färbelösung Entfärbelösung 
  50 % (v/v)  Methanol   40 % (v/v)  Methanol 
  10 % (v/v)  Essigsäure   10 % (v/v)  Essigsäure 
 0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250 
 
  
2.4.8 Western Blot 
 
Transfer 
Mittels Immuno- bzw. Western Blot können elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf 
eine Nitrozellulose-Membran (Protran BA45, Schleicher & Schüll) transferiert werden, 
um dann immunologisch mit spezifischen Antikörpern detektiert zu werden. Für die 
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vorliegende Arbeit wurden die Proteine im Tankblot (Hoefer TE 22 Mighty Small 
Transphor Tank Transfer Unit) bei 400 mA für 1-2 h oder 100 mA über Nacht auf 
Membranen transferiert, der dabei verwendete Blotpuffer bestand aus 50 mM Borsäure 
(pH 8,5) und 10 % Methanol. 
 
Detektion 
Nach dem Transfer wurde die Membran für 5 min bei RT mit einer Ponceau S-Lösung 
(Serva) gefärbt und danach kurz mit H2O gewaschen. So konnten die transferierten 
Proteine reversibel gefärbt werden, die Nachweisgrenze liegt hier bei ca. 1-2µg 
Protein. Nach der Markierung des, ebenfalls transferierten, Molekulargewichtsmarkers 
erfolgte die vollständige Entfärbung mit TBS. Vor der immunologischen Detektion von 
Proteinen wurden freie Bindungsstellen der Membran und unspezifische Protein-
bindungsstellen durch eine Inkubation der Membran mit 5 % (w/v) Magermilchpulver in 
TBS (1 h, RT) blockiert. Die zu untersuchenden, transferierten Proteine wurden mittels 
spezifisch gegen die jeweiligen Proteine gerichteten (Primär-) Antikörpern detektiert. 
Die Primär-Antikörper wurden dazu in optimaler Konzentration in 5 % (w/v) 
Magermilchpulver/TBS verdünnt und die Membranen für 1 h bei RT in den 
entsprechenden Antikörperlösungen inkubiert. Anschließend wurde die Membran 
gründlich gewaschen (3 x 5 min, TBST 0,01; 3 x 5 min TBS). Die gebundenen, 
primären Antikörper wurden mit Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugierten Sekundär-
antikörpern detektiert, diese wurden dazu ebenfalls in 5 % Milchpulver/TBS-Lösung 
den Herstellerangaben gemäß verdünnt und für 1 h bei RT mit der Membran inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran wiederum gründlich gewaschen (3 x 5 min, TBST 
0,01; 3 x 3 min TBS; 3 x 1 min H2O) und schließlich zur Entwicklung eines Chemi-
lumineszenzsignals für 1 min bei RT mit der Substratlösung für die an den Sekundär-
antikörper konjugierte Peroxidase inkubiert. Die Chemolumineszenzsignale reichten 
aus, um Röntgenfilme (Super RX, Fuji) zu belichten, nach entsprechender Expositions-
zeit (10 – 90 sec) wurden diese entwickelt und das Ergebnis analysiert.  
 
 
Substratlösung Westernblot 
333 µl 3 M Tris-HCl, pH 8,5  
  22 µl 90 mM p-Coumarinsäure  
  50 µl 250 mM Luminol  
    3 µl H2O2 [30 % (v/v)] 
                  ad 10 ml H2O 
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2.4.9 Biotinylierung von Glykosaminoglykanen 
Die Glykosaminoglykane wurden in Konzentrationen von 1 mM in 10 ml PBS gelöst, 
mit 10nM Biotin LC Hydrazid (in DMSO) versetzt und über Nacht bei 4°C gerührt. 
Anschließend wurde der Ansatz 2 x gegen jeweils 5 l PBS dialysiert. Die verwendeten 
Glykosaminoglykane wurden von Sigma (Heparin, Chondroitinsulfat) und Celsus, Ohio 
(Heparansulfat) bezogen.       
 
2.4.10 Cirkulardichroismus Spektroskopie (CD) 
Aus dem Vergleich von gemessenen UV-Circulardichroismusspektren mit Referenz-
spektren bekannter Sekundärstrukturen lassen sich Sekundärstrukturen von Proteinen 
ableiten. Bei der CD-Spektroskopie wird die Differenz der Absorptionskoeffizienten für 
links und rechts zirkular polarisiertes Licht in einem Wellenlängenbereich von 190 bis 
250 nm gemessen und als Elliptizität angegeben. Die Elliptizität ist in der Chiralität der 
untersuchten Strukturen begründet, vor allem der Carbonylgruppen der Proteine, die 
bei asymmetrischer Substitution zwei Absorptionsübergänge haben. In der 
vorliegenden Arbeit wurde diese Methode benutzt, um die Konformationsänderung der 
Sekundärstruktur von Proteinen nach der Zugabe von divalenten Kationen zum 
Lösungsmittel zu messen.  
Die zu untersuchenden Proteine (400 µl, 100 µg/ml) wurden dazu gegen 5 mM Tris, pH 
7,4 dialysiert. Dabei wurde zu dem Dialysepuffer eine hohe Konzentration (50g/l) von 
Chelex (Biorad) hinzugegeben, einem Chelatbildner, der in dem Puffer gelöste 
divalente Kationen ohne die Verwendung von EDTA vollständig entzog. Die CD-
Spektren wurden mit dem JASCO 710 CD-Spektrometer bei einem 
Wellenlängenbereich von 190 bis 250 nm aufgenommen. Die Scan-Geschwindigkeit 
betrug 20 nm/min, die Bandbreite 1 nm, die Auflösung 0,1 nm, die Empfindlichkeit 20 
mdeg, die Zeitkonstante 4s, die Temperatur 25°C und die Schichtdicke der 
Quarzküvette 0,1 cm. Beginnend mit einer kationenfreien Lösung wurde die Messung 
mit 200 µl Probelösung mehrfach wiederholt und dabei die Konzentration von Mg2+  
bzw. Ca2+ durch schrittweise Zugaben kleiner Volumina (1 µl) einer 100 mM Kationen-
Lösung schrittweise erhöht (∆ [c] = 0,5 µM). Die Analysen im Spektrometer fanden 
nach 15-minütiger Inkubationszeit der Protein-Kationen-Gemische statt. Die 
Auswertung der Daten erfolgte mittels der JASCO-Software Standard Analysis.  
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2.5 Bindungsstudien 
 
2.5.1 ELISA-ähnliche Versuche (enzyme linked immunosorbent assay) 
Die zu untersuchenden Proteine wurden zur Immobilisierung mit TBS (nicht-kollagene 
Proteine) oder 3 % Essigsäure (Kollagene) auf die gewünschten Konzentrationen (10-
50 µg/ml) verdünnt. Alle während der ELISA-ähnlichen Versuche verwendeten Puffer 
und Lösungen enthielten 2 mM Mg2+ und Ca2+. Die Immobilisierung auf ELISA-Platten 
(Maxisorb®, Nunc) erfolgte mit 100 µl pro Meßkammer über Nacht bei RT (Kollagen III-
Peptide: 4°C). Anschließend wurden die Meßkammern drei Mal gewaschen (TBST 
0,05, jeweils 400 µl/Meßkammer) und frei gebliebene Bindungsstellen des Kunststoffes 
mit TBS/5 % Milchpulver (2 h, RT, 100 µl/Meßkammer) blockiert. Die Exponierung der 
immobilisierten Proteine zu den möglichen Bindungspartnerproteinen erfolgte nach drei 
weiteren Waschschritten durch Inkubation für 1 h bei RT (100 µl/Meßkammer), die 
entsprechenden Proteine wurden zuvor in TBS/5 % Milchpulver auf die gewünschten 
Konzentrationen verdünnt (10–50 nM). Die Detektion gebundener Proteine erfolgte 
nach erneutem, dreifachem Waschen mittels spezifischer Primärantikörper (1 h, RT, 
100 µl/Meßkammer, in optimaler Konzentration in TBS/5 % Milchpulver verdünnt). 
Anschließenden 3 Waschschritten folgte die Detektion der gebundenen primären 
Antikörper mittels geeigneter, HRP-konjugierter Sekundärantikörper, die in 
empfohlener Konzentration in TBS/5% Milchpulver verdünnt und mit 100 µl/ Meß-
kammer 1 h bei RT auf der ELISA-Platte inkubiert wurden. Vier letzte Wasch-schritte 
mit TBST 0,05 wurden von einem Waschschritt mit H2O und der Entwicklung des 
Versuchsansatzes gefolgt. Diese erfolgte im Dunkeln durch Inkubation (20-90 min, RT, 
50 µl/Meßkammer) mit dem frisch angesetzten Detektionsreagenz. Eine positive 
Reaktion war an einer Blaufärbung erkennbar, die durch die enzymatische Umsetzung 
des Substrats durch die HRP erzeugt wurde. Bei Erreichen des optimalen Farb-
umsatzes wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 µl H2SO4 (10 %) abgestoppt. Die 
Zugabe der Schwefelsäure führte zu einem Farbumschlag nach gelb, die Absorption 
des Reaktionsansatzes wurde bei 450nm im Plattenlesegerät (Titertek) photometrisch 
bestimmt. Für alle Versuche wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. 
 
 
ELISA-Detektionsreagens 
     9 ml H2O 
     1 ml 1 M Na-Acetat/Zitronensäure pH 6 
62,5 µl 3,3´-5,5´-Tetramethylbenzidin (10 mg/ml in DMSO) 
   15 µl 3,5% H2O2 
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2.5.1.1   ELISA-ähnliche Versuche mit Integrin Ektodomänen 
Die Durchführung der ELISA-ähnlichen Versuche mit Integrin Ektodomänen 
unterschied sich geringfügig. Die Immobilisierung der Matriline erfolgte mit 15 µg/ml, 
die der Kontrollen mit 10 µg/ml (humanes Kollagen IV Fragment CB3) bzw. 20 µg/ml 
(bovines Kollagen I) in TBS/1 mM MgCl2 (Matriline) und 0.1 M Essigsäure (Kollagene). 
Die Blockierung wurde hier mit 1 % BSA in TBS/1 mM MgCl2 durchgeführt, danach 
wurden α1β1 Integrin und α2β1 Integrin mit 50 nM bzw. 40 nM für 2 h bei RT inkubiert, 
dabei enthielten die Puffer entweder 1mM MnCl2 oder 1 mM MnCl2 und 200 mM des 
Integrin-aktivierenden  Antikörpers 9EG7 (Bazzoni et al., 1995) oder 10 mM EDTA. Die 
Waschschritte erfolgten mit 50 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2 und 1 
mM MnCl2, anschließend wurde gebundenes Protein mit 2.5 % Glutaraldehyd fixiert 
und in der ELISA-üblichen Art mit einem gegen humanes β1-Integrin gerichteten 
Antikörper (Eble et al., 2001) detektiert. 
 
 
2.5.2 Oberflächen Plasma Resonanz (SPR)  
Alle SPR-Messungen wurden mit einem Biacore 2000 SPR-Gerät bei einer Temperatur 
von 25°C durchgeführt, die Auswertung erfolgte mit der BIAevaluation Software 3.0.  
 
2.5.2.1  Verwendete Chips 
 
Typ Kopplungsmechanismus 
CM 5 (Biacore) Kovalente Kopplung der Liganden über Aminogruppen 
auf einer carboxylgruppenreichen Dextranmatrix. 
SA     (Biacore) Nicht-kovalente Kopplungen biotinylierter Liganden auf 
einer mit Streptavidin präparierten Chipoberfläche 
 
 
2.5.2.2 Vortests 
 
Mit Vortests wurde überprüft, bei welchem pH-Wert und bei welcher Konzentration das 
jeweilige Protein auf einer nicht aktivierten CM 5-Sensorchip Oberfläche durch ionische 
Wechselwirkungen in optimaler Weise aufkonzentriert werden konnte. Die Injektionen 
dafür erfolgten nach der Äquilibrierung des Systems (Flußrate 5 µl/min) mit Laufpuffer 
(Biacore, 20 mM HEPES,150 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 0,005 % P20, pH 7,4). Die zu 
koppelnden Proteine wurden bei den in Frage kommenden Konzentrationen in 
Natriumacetatpuffern (10–20 mM, pH 4–5) verdünnt. Dabei sollte der pH-Wert der 
Lösung immer kleiner sein als der pI des zu untersuchenden Proteins da die ionischen 
Wechselwirkungen an der Chipoberfläche sonst nicht zu Stande kommen können. Die 
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Injektionen erfolgten mit dem Injektionsbefehl „Inject“ bei Flußraten von 5 µl/min und 
mit Volumina zwischen 30 und 40 µl. Ziel war, Bedingungen (Konzentration, pH) zu 
finden, bei der nach ca. 35 µl Injektion die Basislinie ein um ca. 800–2000  RU 
erhöhtes SPR-Signal zeigte (abhängig vom immobilisierten Liganden) und die 
Kopplung mit der optimalen Kinetik ablief, nämlich möglichst langsam, um eine 
gleichmäßige Verteilung des Liganden auf der Chipoberfläche zu erreichen. Zwischen 
einzelnen Versuchen wurde der Chip durch die Injektion von geeigneter 
Regenerationslösung (1-2 M NaCl) regeneriert (Befehl „Quickinject“). 
Mit  SA-Chips und biotinylierten Liganden wurden keine Vortests durchgeführt, sondern 
die Kopplungen nach Herstelleranweisungen direkt durchgeführt.  
 
2.5.2.3 Kopplung 
Für die Kopplung wurde das System mit Laufpuffer bei einer Flußrate von 5 µl/min 
äquilibriert. CM 5 Chips wurden durch die Injektion von 50µl NHS/EDC1 (0,05 M/ 0,2 M, 
Biacore, verdünnt nach Herstelleranweisung) aktiviert. Danach wurden 50 µl des 
Liganden unter den vorher ermittelten Bedingungen in das System injiziert (Flußrate 
5µl/min, Befehl „Inject“). Anschließend wurden alle verbliebenen freien Bindungsstellen 
durch die Injektion von 50µl 1 M Ethanolamin, pH 8,5 (Biacore, verdünnt nach 
Hersteller-anweisung) abgesättigt und zum Waschen des Chips zwei Injektionen mit 
Laufpuffer durchgeführt (je 5 µl, Quickinject) 
SA-Chips wurden zur Kopplung bei Flußraten von 15 µl/min mit Laufpuffer äquilibriert. 
Mit Laufpuffer auf pM-Konzentrationen verdünnte, biotinylierte Liganden wurden bei 
dieser Flußrate in Volumina von ca. 15 µl injiziert und immobilisiert. 
 
2.5.2.4 Messung 
Für die Messungen wurde das System mit Laufpuffer bei einer Flußrate von 30 µl/min 
äquilibriert. Mit Vorhandensein einer stabilen Basislinie (Schwankungen < 2 RU) 
wurden die zu untersuchenden Proteine bei gleicher Flußrate in den gewünschten 
Konzentrationen injiziert (120 µl), dabei wurde der Befehl Kinject (an Stelle des 
üblichen Inject) gewählt um das vollständige Datenspektrum zu sammeln und 
kinetische Analysen zu ermöglichen. Alle Injektionen wurden bei ansteigenden 
Konzentrationen durchgeführt, die eingesetzten Proteinkonzentrationen lagen 
zwischen 1 nM und 4 µM und wurden den Versuchen angepasst. Die Injektions-
volumina lagen immer bei 50 µl, die Dissoziationszeit zwischen 180 und 360 
Sekunden. Nach jeder Messung wurde der Chip durch die Injektion von hochmolaren 
                                                 
1
 N-Hydroxysuccinimid/1-Ethyl-3-[3-Dimethylaminopropyl] Carbodiimid 
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NaCl-Lösungen (1–2 M) regeneriert (gleiche Flußraten, 50 – 100 µl), um alles nicht 
abgelöste Protein von der Chipoberfläche zu verdrängen und das SPR-Signal wieder 
zurück auf Basislinienniveau zu bringen. Nach jeder Messung erfolgte eine Waschung 
der Injektionsnadel und der Internen Flußzelle. 
 
2.5.3 Zellanhaftungs-Versuche 
96-Loch Zellkulturplatten (Costar, Cambridge, MA) wurden mit den zu untersuchenden 
Proteinen in gewünschter Konzentration (verdünnt in PBS) gekoppelt (über Nacht, 4°C, 
100 µl/Meßkammer). Anschließend wurden die Meßkammern drei Mal mit PBS 
gewaschen und freie Bindungsstellen des Kunststoffes mit 100 µl 1 % BSA (bovines 
Serumalbumin) in PBS blockiert (1 h, RT). Zellen von ca. 90 % konfluent gewachsenen 
Zellkulturplatten wurden abgelöst und vereinzelt, zentrifugiert (5 min, 400 x g)  und in 
serumfreiem DMEM/F12 Medium resuspendiert. Das Volumen wurde dabei so 
gewählt, dass die Zellen anschließend in Konzentrationen von 4-8 x 105 Zellen/ml 
vorlagen. 100 µl der Zellsuspension wurden pro Meßkammer  zu den immobilisierten 
Proteinen hinzugegeben und inkubiert (30 min, 37°C). Die anhaftenden Zellen wurden 
vorsichtig ein Mal mit PBS gewaschen, fixiert (1 % Glutaraldehyd in PBS, 10 min, RT) 
und gefärbt (0,1 % Kristall-Violett in H2O, 25 min, RT). Der Überschuß der Färbelösung 
wurde danach unter laufendem Wasser weggewaschen. Der an den haftenden Zellen 
verbliebene Farbstoff wurde mit 1 % Triton-X 100 in Wasser (50 µl/Meßkammer) gelöst 
und die Absorption bei 540 nm im Plattenlesegerät photometrisch bestimmt. Für alle 
Versuche wurden Dreifach-Bestimmungen durchgeführt. 
 
2.5.4 Zellanhaftungs-Versuche mit Fluoreszenzfärbungen fokaler Kontakte 
Für Durchführungen von Fluoreszenzfärbungen von anhaftenden Zellen wurden die 
Versuche wie unter 2.5.3 beschrieben auf Objektträgern mit Kammereinteilung (Lab-
Tek™ Chamber Slides (Nunc) durchgeführt. Die zu untersuchenden Proteine wurden 
mit 20 µg/ml immobilisiert (über Nacht, 4°C) und anschließend mit den Zellen für 1 h 
bei 37°C inkubiert. Zweimaligem Waschen (PBS) folgte die Fixierung für 10-15 min (2 
% Paraformaldehyd in PBS), die Permeabilisierung der Zellen (0,2 % Triton X-100, 1 
min, RT) und erneutes zweimaliges Waschen. Danach wurden freier Bindungsstellen 
des Kunststoffes mit 1 % BSA in PBS blockiert (1 h, RT). Alle folgenden Schritte 
wurden in feuchtem Milieu (Feuchtkammer) durchgeführt. Die immunologische 
Detektion von Vinculin erfolgte über eine Inkubation mit einem spezifischen 
Primärantikörper (s. Tab. 2.5, Sigma) mit 10 µl/Kammer, 5-10 µg/ml und für 30-60 min. 
Gründlichen Waschschritten (3 x 2 min in PBS) folgte die Detektion des primären 
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Antikörpers mit einem geeigneten Cy™3-konjugierten Sekundärantikörper (Jackson 
Laboratories) in optimaler Konzentration in PBS (45 min, im Dunkeln). Zur 
Visualisierung der Actin-Filamente des Zellkörpers wurden gleichzeitig in demselben 
Puffer auch FITC-konjugiertes Phalloidin (2,5 µg/ml, Sigma) inkubiert. Nach zwei 
letzten Waschschritten (3 x 2 min in PBS) wurden die Objektträger unter 
Eindeckmedium (DAKO® Mounting Medium™) mit Deckgläschen versiegelt. Am 
nächsten Tag erfolgte die Analyse unter einem Axiophot-Mikroskop von Zeiss. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Identifikation von Matrilin-Bindungspartnern 
In früheren Arbeiten (Hauser et al., 1996; Piecha et al., 2002; Wiberg et al., 2003; 
Budde et al., 2005; Wagener et al., 2005) wurden die Matriline als Proteine identifiziert, 
die in der Matrix wahrscheinlich eine Adaptorfunktion zur Assemblierung und 
Vernetzung unterschiedlicher Matrix-Komponenten erfüllen. Zur erweiternden 
Charakterisierung der für die Matriline vermuteten Rolle als Adaptorproteine sollte eine 
umfassende Suche nach Bindungspartnern mit einer größtmöglichen Anzahl an 
potentiellen Interaktionspartnern durchgeführt werden, gefolgt von einer detaillierten 
Analyse der Wechselwirkung der Matriline mit den stärksten ermittelten Bindungs-
partnern.  
 
3.1.1 Native Isolation und rekombinante Expression und Reinigung von  
Matrilinen 
Die verwendeten Matriline sollten unter nativen Bedingungen gewonnen werden, um 
bestmögliche Voraussetzungen für glaubwürdige, reproduzierbare und spezifische  
Bindungsstudien zu schaffen. Die native Reinigung von rekombinantem Matrilin-1 
mittels Affinitätschromatografie war als sehr unergiebig bekannt, da die starke Neigung 
zu Aggregation und unspezifischen Wechselwirkungen mit allen umgebenden 
Materialien die Ausbeuten von Matrilin-1 zu unbrauchbaren Mengen sinken lies.  
Infolgedessen wurde Matrilin-1, wie bereits früher beschrieben (Hauser und Paulsson, 
1994), unter nativen Bedingungen aus fötalem bovinem Rippenknorpel isoliert. Die 
sequenzielle Extraktion ergab ein Gemisch von Matrilin-1 Homotrimer, Matrilin-1/ -3 
Heterotetramer und Proteoglykanen (hauptsächlich Aggrecan), das durch die Passage 
über einen Anionenaustauscher (DEAE-Sepharose Fast Flow) von Proteoglykanen 
befreit wurde. In einem weiteren Ionenaustauscher-Chromatografie-Schritt wurde das 
Anionenaustauschereluat über den starken Kationenaustauscher SP-Sepharose 
passagiert und die gebundenen Proteine mit einem NaCl-Gradienten von 100 mM bis 
500 mM eluiert (Abb. 3.1). Auf diese Weise war es möglich, die Matrilin-1 Homotrimere 
von den Matrilin-1/-3 Heterotetrameren zu trennen, um reines Matrilin-1 zu gewinnen. 
 
 
Das Matrilin-1 Homotrimer eluierte bei einer Salinität von 180 mM – 350 mM NaCl, das 
Matrilin-1/-3 Heterotetramer erst ab ca. 350 mM NaCl. Die Analyse der Eluatfraktionen 
erfolgte anschließend mit SDS-PAGE und Coomassie-Blau-Färbung (Abb. 3.1). Um die 
 3 ERGEBNISSE 
 47 
Reinheit des Matrilin-1 und die Qualität der chromatografischen Trennung 
abschließend zu beurteilen, wurden die Fraktionen #23 bis #65 nach einer SDS-PAGE  
per Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Nach reversibler 
Färbung mit Ponceau S folgte die Detektion der eluierten Proteine mit spezifischen 
Antikörpern gegen Matrilin-1 und -3, womit die Exklusivität von rein trimerem Matrilin-1 
in den Fraktionen bis #35 und Abwesenheit von Matrilin-3 in den Fraktionen bis #43 
nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigt). Die ausschließlich Matrilin-1 Homotrimer 
enthaltenden Fraktionen (#23 bis #39) wurden vereint und ihre Konzentration mit der 
Methode nach Bradford bestimmt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                            * Matrilin-1 Homotrimer                   ** Matrilin-1/-3 Heterotetramer 
 
Abb. 3.1: Übersicht über die gesammelten Elutionsfraktionen nach der SP-Sepharose. Die 
Elution verlief über 100 x 1 ml, der NaCl-Gradient lag zwischen 100 mM und 500 mM NaCl. Die 
signifikanten Fraktionen #1 - #81 wurden mit einer 4-15 %igen SDS-PAGE analysiert und die 
eluierten Proteine mit Coomassie Blau angefärbt. Es ist jede zweite Fraktion aufgetragen worden. Die 
markierten Fraktionen #23 bis #39 wurden vereinigt und nach der Konzentrationsbestimmung für die 
späteren Versuche verwendet. Angaben des Molekulargewichtsstandards in kDa.  
 
Das Konstrukt zur rekombinanten Expression und Reinigung von Matrilin-2 wurde 
bereits vor Beginn dieser Arbeit von Patric Nitsche (Dissertation, 2001) erzeugt. Die 
Protein-Ausbeuten nach der Reinigung mittels Metallionen-Affinitätschromatographie 
waren leider so gering, dass im Folgenden auf eine Verwendung von Matrilin-2 
verzichtet wurde. 
 
Rekombinant hergestelltes Matrilin-3 und –4 wurde über ein Tag-System affinitäts-
gereinigt. Dazu wurden die entsprechenden Volllängen-Konstrukte als C-terminal 
StrepII-markierte Fusionsproteine rekombinant exprimiert. Die Generierung und 
Matrilin-1 Elutionsfraktionen von SP-Sepharose
3   5   7   ... ... 75 77 79 8123 25 ...  ...   ...  35 37 39
175
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62
47
32
25
**
*
100 mM 500 mMNaCl-Gradient
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Beschreibung dieser Konstrukte erfolgte vor Beginn dieser Arbeit durch Andreas Klatt 
(Matrilin-4, Dissertation, 2001) und Harald Ehlen (Matrilin-3, Diplomarbeit, 2002). Die 
stabilen Zelllinien wurden in serumhaltigem Medium expandiert und schließlich 
serumfrei kultiviert. Die rekombinanten Proteine konnten aus dem Zellkultur-Überstand 
mittels Affinitätschromatographie über Streptactin-Sepharose-Säulen aufgereinigt 
werden; die Reinheit der Proteine wurde durch eine SDS-PAGE der Eluate  mit 
anschließender Coomassie Blau-Färbung nachgewiesen. Abb. 3.2 zeigt eine 
zusammenfassende Übersicht über die verwendeten, gereinigten Matriline der initialen 
Durchmusterung. Die als Bindungspartner-Kandidaten getesteten Matrixproteine waren 
freundliche Gaben von M. Aumailley (Laminin-1, Fibronectin), U. Hansen (Collagen XI), 
M. Koch (Collagen XII, XIV, XXII), M. Mörgelin (Chad, PRELP), P. Nitsche (Biglycan), 
N. Smyth (Decorin) und F. Zaucke (COMP) oder wurden bei Sigma erworben 
(Kollagene I und II). 
 
Bei dem nativ aus fötalem bovinem 
Rippenknorpel isolierten Volllängen 
Matrilin-1 war kein klassisches 
Matrilin-Bandenmuster zu sehen, 
das isolierte Material lag aus-
schließlich in seiner trimeren Form 
vor und lief bei apparenten 185 kDa 
(theoretisch 148kDa). Die Banden-
muster der rekombinant exprimierten 
und nativ gereinigten Volllängen 
Matrilin-3 und –4 Proteine wiesen 
erwartungsgemäß eine starke 
Heterogenität auf, wobei die Banden 
den unterschiedlichen Oligomerisier-
ungsgraden entsprachen (Abb. 3.2).  
 
Rekombinantes Matrilin-3 kam in 
allen seinen oligomeren Formen mit 
zunehmenden Konzentrationen vor,  
vom Monomer mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 65 kDa (theoretisch: 
49 kDa) über das Dimer (theoretisch: 100 kDa) und das Trimer (theoretisch: 150 kDa) 
Abb. 3.2: SDS-PAGE der für die Durch-
musterung möglicher Matrilin-Bindungs-
partner verwendeten Matrilin-Präparationen. 
Die Abbildung zeigt die gereinigten Proben von 
Matrilin-1, -3  und –4 elektrophoretisch aufge-
trennt und mit Coomassie Blau gefärbt. Matrilin-
1 wurde auf einem 4-15 %igen, Matrilin-3 und –
4 auf einem 4-12 %igen Gel analysiert. Die 
Angaben des Molekulargewichtsstandards sind 
in kDa.   
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bis hin zum vollständig assemblierten Tetramer mit einem apparenten 
Molekulargewicht von über 200 kDa (theoretisch: 196 kDa) (Abb. 3.2). 
 
Matrilin-4 lag in rekombinanter Form hauptsächlich im vollständig oligomerisierten 
Trimer mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 210 kDa vor, die kleineren 
Oligomere (Dimer mit ca. 140 kDa und Monomer mit ca. 70 kDa) waren in sehr viel 
geringeren Mengen vorhanden (Abb. 3.2). 
 
 
3.1.2 Durchmusterung möglicher Matrilin-Bindungspartner mit Bindungs-
versuchen im ELISA-ähnlichen Stil 
 
Um möglichst viele potentielle Bindungspartner der Matriline innerhalb einer einzigen 
Versuchsreihe zu identifizieren, sollten Festphasen-Versuche im ELISA-ähnlichen Stil 
durchgeführt werden. Um zu ermitteln, welche der zur Verfügung stehenden Matrix-
proteine als Bindungspartner in Frage kamen, wurden die Kandidaten-Proteine bei 
einer Konzentration von 10 µg/ml auf der ELISA-Platte immobilisiert. 
Der anschließende Blockierungsschritt durch 5 %ige Milchpulverlösung (MP) in TBS 
diente der Absättigung unspezifischer Bindungsstellen des Kunststoffes. Trotz der 
komplexen Zusammensetzung des Milchpulvers und seiner hohen Calcium-
konzentration wurde es hier als Blockierungsreagenz der reinen BSA-Lösung 
vorgezogen, da es ein wesentlich geringeres Hintergrundsignal ergab und somit 
stärkere spezifische Signale zuließ. Matriline enthalten in ihren VWA Domänen ein 
MIDAS-Motiv (metal ion dependent adhesion site), welches divalente Kationen 
koordinieren kann und eine Präferenz für Mg2+-Kationen aufweist (Lee et al., 1995). 
Um diesen Motiven Rechnung zu tragen, wurden die Versuche in Gegenwart von 2 
mM MgCl2 in allen Lösungen durchgeführt. Nach zweistündiger Blockierung wurden die 
in der Knorpel-Matrix am häufigsten vorkommenden Matriline 1, 3 und 4 als in Lösung 
befindliche Liganden (50 nM) zugesetzt und der Bindungsansatz analysiert (Abb. 3.3).  
 
Die Durchmusterung der möglichen Interaktionspartner ergab für alle drei getesteten 
Matriline eine Reihe von Matrixproteinen, die Bindepotential zeigten (Abb. 3.3). 
Auffällig ist die Dominanz von Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP), das sowohl 
gegenüber Matrilin-1 als auch gegenüber Matrilin-3 und –4 das jeweils höchste 
Bindungssignal aller getesteten Proteine zeigte. Diese Tatsache indiziert eine 
Konservierung der COMP-Bindung unter allen getesteten Matrilinen. Matrilin-4 zeigte 
insgesamt die stärksten Bindungssignale zu den immobilisierten Liganden, sowie das 
breiteste Spektrum an potentiellen Interaktionspartnern.  
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Abb. 3.3: ELISA-ähnlicher Versuch zur Identifikation von Bindungspartnern für 
Matrilin-1, -3 und –4. Ein Panel von verschiedenen Matrixproteinen und Proteoglykanen 
wurde auf sein Bindungspotential mit Matrilin-1 (A), -3 (B) und –4 (C) getestet. Die unten 
aufgeführten Proteine (10µg/ml, Block: 5% Milchpulver in TBS) markieren die immobili-
sierten Interaktions-Kandidaten. Die Bindung an Matrilin-1, -3 oder -4 (50 nM in TBS, 1h, 
RT) wurde nach der Inkubation durch Detektion mit spezifischen anti-Matn-1, -3 bzw. –4 
Antikörpern nachgewiesen. Alle Messungen waren Doppelbestimmungen. Abs., Absorption. 
 
Allen Matrilinen ähnlich ist das Verhältnis der Bindefähigkeit innerhalb des Feldes der 
untersuchten Kollagene. Klare Unterschiede zeigten sich in den restlichen getesteten 
Proteinen. Matrilin-4 zeigte eine signifikante Bindung an PRELP, Fibronectin, Decorin 
und Aggrecan, nicht aber an Laminin. Matrilin-1 interagierte hier ausschließlich mit 
Decorin, Matrilin-3 nur mit Laminin und schwach mit PRELP, Fibronectin und Decorin. 
Die Matriline 1 und 3 zeigten nur schwache Bindungen an Biglycan und nur eine 
geringe bzw. keine Bindung an Chondroadherin (Chad), Matrilin-4 zeigte hier zu beiden 
Proteinen zwar eine schwache aber signifikante Wechselwirkung.  
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3.1.3 Gelfiltration von bovinem Knorpelextrakt 2 
Knorpelextrakte, die über native sequenzielle Extraktion aus bovinem Knorpel 
gewonnen wurden, enthalten reichhaltige Mischungen von extrazellulären Matrix- 
Proteinen (Hauser und Paulsson, 1994; DiCesare et al., 1995, Hauser et al., 1996), die 
häufig in kationenabhängiger Weise miteinander interagieren. Während der Extraktion 
enthalten die entsprechenden Extraktionspuffer üblicherweise 10 mM EDTA als 
divalente Kationen chelatierendes Molekül, welches im Rahmen der Extraktion 
kationenabhängige Protein-Protein Bindungen löst. Nach der Extraktion kann dem 
Proteinextrakt durch Dialyse das EDTA entzogen und die Kationenkonzentration durch 
eine weitere Dialyse gegen einen Kationen enthaltenden Puffer wieder auf annähernd 
physiologische Verhältnisse gebracht werden. Eine anschließende Passage über eine 
Gelfiltrationsmatrix (Superose 6), gefolgt von einer Analyse der gesammelten 
Fraktionen mittels SDS-PAGE, erlaubte weitergehende Untersuchungen der isolierten 
Proteine. Zur Identifizierung von Komponenten der extrazellulären Matrix, die in 
Kationenabhängigkeit miteinander interagieren, wurden die gesammelten Gelfiltrations-
fraktionen eines EDTA-enthaltenden Extraktes mit denen eines Knorpelextrakt 
verglichen, dem vor der Chromatographie wieder divalente Kationen (CaCl2) zugeführt 
wurden. Für Proteine, die unter CaCl2-beeinflussten Bedingungen ko-eluieren, unter 
EDTA-beeinflussten Bedingungen aber nicht, dürfen physiologisch signifikante, 
kationenabhängige Bindungsvorgänge angenommen werden. 
 
In diesem Fall wurden, wie bereits früher beschrieben (Hauser und Paulsson, 1994), 
Proteine in Gegenwart von 10 mM EDTA aus bovinem Knorpel (adulte Schulter-
gelenke) extrahiert und einer Gelfiltration unterzogen. Vergleichend dazu wurde der 
Knorpelextrakt gegen EDTA-freien aber CaCl2-enthaltenden Extraktionspuffer dialysiert 
und erst dann über die Gelfiltrationsmatrix gegeben. Die Analyse der gesammelten 
Fraktionen erfolgte anschließend mit SDS-PAGE und Silberfärbung der Banden (Abb. 
3.4 A), Immunoblotting ausgewählter Fraktionen (Abb. 3.4 B) und Identifikation der 
getrennten Proteine mittels Peptide Mass Fingerprint (PMF) Analyse.  
Die reduzierende SDS-PAGE der Fraktionen der Gelfiltration des bovinen Knorpel-
extraktes zeigte in Gegenwart von 10 mM EDTA eine Protein-Bande mit einem 
apparenten Molekulargewicht von 60 kDa ab der Fraktion #10. In Gegenwart von 2 mM 
CaCl2 erscheint diese Bande bereits ab der Fraktion #6, wo sie mit einer Bande mit 
einem apparenten Molekulargewicht von 100 kDa ko-eluiert (Abb. 3.4 A).  
                                                 
2
 In Kollaboration durchgeführt mit Dr. Suat Özbek im Labor von Prof. em. Dr. Jürgen Engel, 
Basel, Schweiz; publiziert unter Mann, HH., Özbek, S. et al, 2004 
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Abb. 3.4: Identifikation von Matrilin-1-COMP Komplexen in Extrakten von bovinem Gelenkknorpel. 
A, Gezeigt ist eine Superose 6 Gelfiltration von Matrixproteinen nach der Extraktion aus bovinem 
Gelenkknorpel mit 10 mM EDTA-enthaltendem Extraktionspuffer (linkes Panel) und nach der Dialyse 
gegen Extraktionspuffer mit 2 mM CaCl2 (rechtes Panel). Die als COMP und Matrilin-1 identifizierten 
Proteinbanden sind markiert. Die SDS-PAGE wurde unter reduzierenden Bedingungen durchgeführt und 
silbergefärbt. B, Immunoblot Analyse der Fraktion #7 aus der Gelfiltration in Gegenwart von Calcium (A, 
rechtes Panel), detektiert mit spezifisch gegen COMP (αCOMP) bzw. Matrilin-1 (αMatrilin-1) gerichteten 
Antikörpern. C, Ko-Immunopräzipitation von COMP aus Knorpelextrakt. Genutzt wurde ein Matrilin-1 
Antikörper, der Versuch wurde bei verschiedenen Calcium-Konzentrationen durchgeführt. Die Detektion 
der präzipitierten Proteine erfolgte mit einem spezifisch gegen COMP gerichteten Antikörper. Die 
Angaben der Molekulargewichtsstandards sind in kDa.     
 
Mittels der einem In-Gel-Verdau durch Trypsin angeschlossenen MALDI-TOF PMF-
Analyse  und einer Immunoblot Analyse (Abb. 3.4 B) konnte das 60 kDa Protein als 
Matrilin-1 und das 100 kDa Protein als COMP identifiziert werden. Des Weiteren fiel 
auf, dass ausser dem Matrilin-1- auch der COMP-Peak der Gelfiltration in Gegenwart 
von Calcium früher zu beobachten war, was eine Zunahme der Masse des COMP-
enthaltenden Komplexes indiziert. Um die Bildung eines calciumabhängigen Matrilin-1-
COMP-Komplexes zu bestätigen, wurde unter ansteigenden Calcium-Konzentrationen 
eine Immunpräzipitation mit einem Matrilin-1-spezifischen Antikörper durchgeführt.  
Dabei wurde COMP ko-immunpräzipitiert, was durch die Detektion mit einem 
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spezifisch gegen COMP gerichteten Antikörper gezeigt werden konnte (Abb. 3.4 C). 
Die Bindung von Matrilin-1 an COMP wurde bereits bei der Zugabe von 1 µM Calcium 
beobachtet. 
 
3.1.4 Titration der Bindung zwischen Matrilin-4 und COMP bzw. Decorin 
Die vergleichsweise gute Löslichkeit von Matrilin-3 und Matrilin-4 und die daraus 
folgende problemlose Reinigung mit hohen Ausbeuten, erlaubten intensive 
Experimente und Versuchsreihen. Daher wurden hauptsächlich diese beiden Matriline 
für die folgenden, detaillierteren Bindungsstudien in dieser Arbeit verwendet. Die 
Durchmusterung von potentiellen Bindungspartnern (Abb. 3.4) identifizierte COMP als 
den stärksten Bindungspartner der getesteten Proteine. Von den getesteten LRR- 
(leucine-rich repeat) Proteinen zeigte Decorin ein starkes Signal für Matrilin-4. Im 
Folgenden sollte die Bindung zwischen diesen beiden Proteinen und Matrilin-4 weiter 
untersucht werden. Um die entdeckten Bindungen quantitativ einschätzen zu können, 
wurde eine Titration nach ELISA-Art durchgeführt. COMP bzw. Decorin wurden auf 
einer ELISA-Platte immobilisiert und Matrilin-4 als Ligand in Konzentrationen von 0,01 
nM bis 100 nM (auf COMP) bzw. 1000 nM (auf Decorin) eingesetzt. Die Detektion von 
gebundenem Matrilin-4 erfolgte mit spezifisch gegen Matrilin-4 gerichteten Antikörpern 
in der ELISA-üblichen Art.  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Abb. 3.5: Konzentrationsabhängigkeit der COMP- und Decorin - Matrilin-4 Bindung, ermittelt 
im ELISA-typischen Liganden-Bindungs Versuch. COMP und Decorin wurden bei 
Konzentrationen von 10 µg/ml auf der ELISA-Platte immobilisiert, ansteigende Konzentrationen von 
Matrilin-4 (0,01 bis 100 nM für COMP, A; 0,1 bis 1000 nM für Decorin, B) wurden in der Gegenwart 
von 2mM CaCl2 für eine Stunde bei RT inkubiert. Gebundenes Protein wurde in ELISA-üblicher Art 
mit spezifisch gegen Matrilin-4 gerichteten Antikörpern detektiert und analysiert. Alle Messungen 
waren Doppelbestimmungen. Abs., Absorption. 
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Die Titration der Bindungen von COMP und Decorin mit Matrilin-4 ergab 
konzentrationsabhängige, sättigbare Bindungen. Ausgehend von den Konzentrationen, 
die zu einer halbmaximalen Sättigung der immobilisierten Proteine notwendig waren, 
konnten durch diese Versuche apparente Kd–Werte von 1 nM für die Matrilin-4–COMP 
und 10 nM für die Matrilin-4–Decorin Bindung ermittelt werden (Abb. 3.5). 
 
 
3.1.5 Bestimmung des Einflusses divalenter Kationen auf die Konformation der 
Matrilin VWA Domäne 
Frühere Arbeiten (Lee et al., 1995; Emsley et al., 2000) beschreiben eine wichtige 
Funktion der MIDAS-Motive in (Integrin-) VWA Domänen bei der Wechselwirkung mit 
Proteinliganden. Die Gelfiltrationsversuche (Abb. 3.4) indizierten bereits eine 
signifikante Rolle divalenter Kationen für die Matrilin-1-COMP Bindung. Erste Versuche 
zur näheren Charakterisierung der Matrilin-4-COMP und –Decorin Bindungen zeigten 
außerdem, dass in Anwesenheit von 2 mM EDTA diese Wechselwirkungen fast 
vollständig aufgehoben wurden (nicht gezeigt). Aus diesem Grund sollte nun auch für 
die Matrilin-VWA Domäne die Fähigkeit zur Koordination von Kationen, und damit 
deren potentielle Beteiligung an den Bindungsmechanismen untersucht werden. Dazu 
wurden rekombinant exprimierte Matrilin-4 VWA1 Domänen verwendet, die in einem 
größeren Panel von Matrilin-4 und COMP Proteinen hergestellt wurden und unter 3.2.1 
näher beschrieben sind. 
 
Die Versuche wurden unter Anwendung der Circulardichroismus- (CD) Spektroskopie 
durchgeführt, die Messung der Proteinproben erfolgte in einer Quarzküvette bei 
Wellenlängen zwischen 190 nm und 250 nm. Beginnend mit einer kationenfreien 
Lösung wurde die Messung mehrfach wiederholt und dabei die Konzentration von Mg2+ 
(Abb. 3.6 A) bzw. Ca2+ (Abb. 3.6 B) schrittweise erhöht. Die Analysen im Spektrometer 
fanden nach 15-minütiger Inkubationszeit der Protein-Kationen-Gemische statt.  
Zur Analyse der CD-Messungen wurden die gemessenen Werte der Elliptizität im 
Bereich derjenigen Wellenlänge mit den stärksten Änderungen ausgewertet. Die 
Zugabe von Kationen erzielte die stärksten Änderungseffekte der gemessenen 
Elliptizität bei einer Wellenlänge von 208 nm; die Absorptionskoeffizienten des links 
und rechts zirkular polarisierten Lichts entsprechen in diesem Wellenlängen-Bereich 
der Protein α-Helix. 
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Abb. 3.6: Titration von divalenten Kationen an der Matrilin-4 VWA1 Domäne. Das Protein wurde in 
einem 5 mM Tris-Puffer, pH 7,4, bei 25°C und einer Konzentration von 100 µg/ml im CD-Spektrometer 
gemessen. Die x-Achsen geben die gewählten Konzentrationen zugefügter divalenter Kationen wieder. 
Die Inkubationszeit zwischen der Zugabe von Kationen und der Messung im Spektrometer betrug jeweils 
15 Minuten. A und B zeigen die gemessenen CD-Spektren der VWA Domäne ohne Zugabe von divalenten 
Kationen (blau) und nach Zugabe der maximalen Kationenkonzentration (rot, 2,5 mM Mg2+/ 3 mM Ca2+). 
Grün gestrichelter Rahmen: Wellenlänge bei der die größten Änderungen der Elliptizität gemessen 
wurden. C und D, zur besseren Visualisierung der Ergebnisse zeigen die Graphen die Entwicklung der 
Elliptizität bei 208 nm, aufgetragen gegen die entsprechende Kationenkonzentration.  
 
Die Analysen der CD-Messungen zeigten eine sättigbare Zunahme der Elliptizität bei 
208 nm für beide untersuchten Kationen und beschrieben damit eine von der 
Kationenkonzentration abhängige Veränderung der Sekundärstruktur der untersuchten 
Matrilin-4 VWA Domäne. Die grafische Analyse der Titration lieferte apparente Kd-
Werte für die gezeigten Bindungen von Kationen, deren Werte bei ca. 1 mM für Mg2+ 
und 2 mM für Ca2+ lagen (Abb. 3.6 C und D). Die abschließende Zugabe von 2 mM 
EDTA zerstörte die messbaren CD-Spektren irreversibel und ließ keine saubere 
Messung mehr zu (nicht gezeigt).  
 
 
MgCl2 CaCl2A B
0          0,5         1          1,5         2 0                  1                 2                 3
DC
-1100
-1200
-1300
-1400
-1500
-1600
-1700
El
lip
tiz
itä
t[2
08
 
n
m
]
Mg2+ [mM] Ca2+ [mM]
-2000
-1500
-1000
-500
0
500
1000
1500
25
0
24
7
24
5
24
2
23
9
23
7
23
4
23
1
22
8
22
6
22
3
22
0
21
8
21
5
21
2
21
0
20
7
20
4
20
1
19
9
19
6
19
3
19
1
Wellenlänge λ [nm]
CD
25
0
24
7
24
5
24
2
23
9
23
7
23
4
23
1
22
8
22
6
22
3
22
0
21
8
21
5
21
2
21
0
20
7
20
4
20
1
19
9
19
6
19
3
19
1
Wellenlänge λ [nm]
-1800
El
lip
tiz
itä
t[2
08
 
n
m
]
25
0
24
7
24
5
24
2
23
9
23
7
23
4
23
1
22
8
22
6
22
3
22
0
21
8
21
5
21
2
21
0
20
7
20
4
20
1
19
9
19
6
19
3
19
1
CD
25
0
24
7
24
5
24
2
23
9
23
7
23
4
23
1
22
8
22
6
22
3
22
0
21
8
21
5
21
2
21
0
20
7
20
4
20
1
19
9
19
6
19
3
19
1
 3 ERGEBNISSE 
 56 
3.1.6 Identifikation einer matrilinbindenden Aminosäuresequenz in Kollagen III 
Im Rahmen früher publizierter Arbeiten (Siljander et al., 2004) wurden synthetisierte 
Peptide hergestellt, die überlappend die vollständigen Aminosäuresequenzen von 
Kollagen III abdecken. Mit diesen Peptiden3 wurden Bindungsstudien durchgeführt, die 
eine Lokalisation der Matrilin-3-Bindungsstelle im Volllängen-Kollagen erlauben sollten. 
Die Peptide waren jeweils so gestaltet, dass flankierende, repetitive Aminosäure-
tripletts das Kollagen-Peptid in seiner tripelhelikalen Struktur stabilisierten und dabei 
jeweils 27 Aminosäuren umfassten. Die jeweils ersten und letzten neun AS von jedem 
Peptid überlappten mit den wiederum jeweils ersten bzw. letzten neun AS des 
vorhergehenden bzw. darauf folgenden Peptids; die mittleren neun AS waren also für 
jedes Peptid einzigartig. Kollagen III wurde auf diese Weise in 57 Peptide unterteilt, die 
in einem Bindungsansatz nach ELISA-Art mit Matrilin-3 als potentiellem Liganden 
untersucht wurden. Auf diese Weise sollte versucht werden, die bereits beschriebene 
Bindung von Kollagen III und Matrilin-3 (Nitsche, Dissertation, 2001) auf ein kleines 
Epitop von neun AS genau zu lokalisieren.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.7: Identifikation von Matrilin-3 bindenden Kollagen III-Peptiden. Für den im ELISA-Stil 
durchgeführten Versuch wurden 57 verschiedene, die AS-Sequenz von Kollagen III vollständig 
abdeckende Peptide bei 40 µg/ml auf der ELISA-Platte immobilisiert (x-Achse). Die Kopplung von COMP 
und (GPP)10 erfolgten als Positiv- bzw. Negativkontrollen. Nach Blockierung mit 5 % Milchpulver in TBS 
und Inkubation des frisch gereinigten Matrilin-3 (50 nM) wurde das gebundene Protein mit spezifisch 
gegen Matrilin-3 gerichteten Antikörpern detektiert und der Bindungsansatz in ELISA-typischer Art 
analysiert. Drei überlappende Peptide, die signifikante Bindungen erzeugten sind rot markiert. Alle 
Messungen waren Dreifachbestimmungen. Abs., Absorption. 
                                                 
3
 Die Kollagen III Peptide wurden von Prof. Dr. Richard Farndale, Cambridge, England, zur 
Verfügung gestellt.   
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Ein Peptid mit der Sequenz GPC (GPP)10 GPC diente als Negativkontrolle (Abb. 3.7), 
die Funktionalität des ELISA wurde mit immobilisiertem COMP als Positivkontrolle 
getestet. Nach der Inkubation mit Matrilin-3 erfolgte die Detektion des gebundenen 
Matrilins mit spezifisch gegen Matrilin-3 gerichteten Antikörpern. 
 
Das ELISA zeigte signifikante Bindungssignale an Matrilin-3 für einige der getesteten 
Kollagen III-Peptide. Tabelle 3.1 zeigt die Sequenzen der drei benachbarten und 
überlappenden Peptide #47, #48 und #49 mit dem stärksten Bindungssignal für Peptid 
#48 (Abb. 3.7). Weitere Peptide zeigten teilweise signifikante, aber schwächere 
Signale: #1, #2, #7, #57. 
 
Tab. 3.1: Sequenzen der Matrilin-3-bindenden Kollagen III-Peptide 
Peptid-# Aminosäuresequenz 
47 GPC (GPP)5 – GPQGLOGLA–GTAGEOGRD-GNOGSDGLO – (GPP)5 GPC 
48 GPC (GPP)5 – GNOGSDGLO-GRDGSOGGK-GDRGENGSO – (GPP)5 GPC 
49 GPC (GPP)5 – GDRGENGSO-GAOGAOGHO-GPOGPVGPA – (GPP)5 GPC 
 
 
3.2 Charakterisierung der Matrilin-4 – COMP Bindung 
Nach der Identifizierung von COMP als dominantem Matrilin-Liganden war die 
Aufklärung des Bindungsmechanismus zwischen den beiden Proteinen das Ziel 
weiterer Experimente. Dies sollte insbesondere hinsichtlich der Bedeutung der 
Oligomerisierung (und der daraus resultierenden Polyvalenz) und der Rolle der VWA 
Domänen geschehen. Im Weiteren sollten die einander bindenden Domänen der 
interagierenden Proteine identifiziert werden, sowohl auf der Matrilin- als auch auf der 
COMP-Seite. Ähnlich wie die Matriline ist COMP (TSP-5) ein oligomeres Matrix-
Glykoprotein. Es ist Teil der Thrombospondin (TSP) Familie mit einer modularen 
Struktur, die – wie die der Matriline – polyvalente Bindungen erlaubt (Oldberg et al., 
1992).  
 
Die bisherigen Ergebnisse legten eine Beteiligung der Matrilin-4 VWA Domänen an der 
Bindung nah. Zur systematischen Fortführung der Bindungsstudien wurden nun sowohl 
Matrilin-4 als auch COMP nicht nur als Volllängenproteine sondern auch, in ihre 
Domänen und momomeren Formen zerlegt, als verkürzte Fragmente exprimiert und 
affinitätsgereinigt, um so die bindenden Domänen eindeutig zu definieren und die 
Bindung im Detail zu beschreiben. 
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3.2.1 Rekombinante Expression und Reinigung von Matrilin-4 und COMP 
Proteinen 
 
Die verwendeten Proteine wurden über ein Tag-System affinitätsgereinigt. Die 
Generierung und Beschreibung der meisten Proteine erfolgte bereits vor Beginn dieser 
Arbeit (Klonierungs- und Reinigungsstrategie siehe S. 59): 
 
Tab. 3.2: Übersicht der in 293EBNA Zellen rekombinant exprimierten und gereinigten Matrilin- und 
COMP Proteine, die zu Beginn der Arbeit bereits vorgelegen haben und für die detaillierten Studien 
zu den Bindungsmechanismen zwischen Matrilin-3/ -4 und COMP verwendet wurden. Angegeben in 
Spalten 2 und 3: die in dieser Arbeit verwendeten Bezeichnungen und die Generierung dieser 
Proteine. 
 
 Protein Bezeichnung Generiert von 
Matrilin-4 Volllänge Matn-4 fl Klatt, Dissertation 2001 
Matrilin-4 Monomer  * Matn-4 ∆CT Mann et al., 2004 
Matrilin-4 VWA1 Matn-4 A1 Mann et al., 2004 
Matrilin-4 VWA2 Matn-4 A2 Mann et al., 2004 
Matrilin-4 coiled-coil Matn-4 CC Frank et al., 2002 
Matrilin-3 Volllänge Matn-3 fl Ehlen, Diplomarbeit 2002 
Matrilin-3 VWA Matn-3 A Nitsche, Dissertation 2001 
COMP Volllänge COMP fl Thur, Dissertation, 2000 
COMP Monomer * COMP mono Spitznagel, Diplomarbeit, 2002 
COMP TSP T3 + TC  ** COMP T3+TC Spitznagel, Diplomarbeit, 2002 
COMP TC-Domäne COMP TC Spitznagel, Diplomarbeit, 2002 
COMP coiled-coil COMP CC Efimov et al., 1996 
             * = ohne die oligomerisierende coiled-coil Domäne  
        ** = bestehend aus den TSP Typ III Repeats zusammen mit der TC-Domäne 
 
Das COMP Monomer und ein COMP Volllängenprotein mit einer Mutation (D469∆) in 
einem der Calcium-bindenden T3-Repeats wurden freundlicher Weise von F. Zaucke 
zur Verfügung gestellt. Die D469∆−Mutation hat für das betreffende COMP-Protein 
eine gesenkte Bindungskapazität für Calcium zur Folge und wurde bereits früher 
beschrieben (Maddox et al., 2000; Thur et al., 2001; Schmitz, Dissertation, 2005). Auf 
Grund der in Abb. 3.4 gezeigten Calciumabhängigkeit der Bindung zwischen COMP 
und Matrilin-4 war ein COMP Protein mit dieser Mutation von Interesse für die 
folgenden Versuche.  
Im späteren Verlauf und für die Identifikation der wechselwirkenden Domänen 
zwischen Matrilin-4 und COMP wurden weitere Klonierungen notwendig, um beide 
Proteine auf Domänenebene vollständig abzudecken. Die noch nicht existierenden, für 
 3 ERGEBNISSE 
 59 
die Matn-4 EGF-ähnlichen Domänen (Matn-4 EGF) und die COMP TSP Typ-III 
Domänen (COMP T3) codierenden Konstrukte, wurden für diese Arbeit neu erzeugt. 
Wie auch für die in Tabelle 3.1 beschriebenen Matrilin und COMP Proteine wurden 
dazu die Matrilin-(Maus) bzw. COMP-Sequenzen (Ratte) per PCR amplifiziert. Die 
dabei verwendeten Primer beinhalteten jeweils eine Adaptersequenz mit 
Restriktionsschnittstelle, die eine gerichtete Klonierung des erzeugten Matrilin- bzw. 
COMP-Inserts in die multiple Klonierungsregion des Vektors pCEP-Pu-BM40-His6 (N-
terminal) ermöglichte. So wurden Plasmide erzeugt, die für hybride Proteine aus dem 
Signalpeptid des BM-40 mit anschließendem His6-Motiv und der gewünschten 
Proteinsequenz kodierten. Nach der Transfektion konnten die klonierten Proteine als 
N-terminal His6-markierte Fusionsproteine rekombinant exprimiert und mittels 
Affinitätschromatografie gereinigt werden. Damit waren alle erforderlichen Proteine 
verfügbar, um im Rahmen der Bindungsstudien von Matrilin-4 und COMP die 
bindeaktiven Domänen zu identifizieren. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.8: Schematische Übersicht der verwendeten Matrilin-4 Proteine. Die exprimierten Proteine 
wurden so gewählt, dass ihre Gesamtheit das vollständige Protein auf Domänenebene abdeckte. Zur 
Analyse der Bedeutung von Oligomerisierung bzw. proteolytischer Prozessierung wurde auch das 
Monomer von Matrilin-4 exprimiert und gereinigt. Diesem Protein fehlt der für die Oligomerisierung 
verantwortliche C-terminale coiled-coil Bereich. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.9: Schematische Übersicht der verwendeten COMP Proteine. Wie für Matrilin-4 wurden die 
exprimierten Proteine auch hier so gewählt, dass ihre Gesamtheit das vollständige Protein auf 
Domänenebene möglichst abdeckte. Auf die Expression der COMP EGF-ähnlichen Domänen wurde 
verzichtet, da die bindungsaktiven Domänen  im Bereich der T3 Domänen und/oder der TC Domäne 
vermutet wurden. Zur Analyse der Bedeutung von Oligomerisierung bzw. proteolytischer Prozessierung 
wurde auch das Monomer von COMP verwendet (freundliche Gabe von F. Zaucke). Diesem Protein fehlt 
der für die Oligomerisierung verantwortliche N-terminale coiled-coil Bereich. 
Matn-4 Monomer 
Matn-4 VWA1 
Matn-4 VWA2
Matn-4 EGF 
Matn-4 Volllänge 
VWA1 Domäne EGF-ähnliche Domänen          VWA2 Domänen        Coiled-coil Domäne
COMP Monomer 
COMP Volllänge
5-mer 
COMP T3+TC 
COMP TC
COMP T3 
Coiled-coil Domäne EGF-ähnliche Domänen      TSP-Typ 3 Domänen     C- terminale Domäne
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Die Expansion der stabilen Zelllinien fand in serumhaltigem Medium statt, die 
Kultivierung der Zellen bis zur Ernte der Überstände erfolgte unter serumfreien 
Bedingungen. Die rekombinanten Proteine konnten aus dem Zellkultur-Überstand 
mittels Affinitätschromatografie über eine Talon® Metallionen-Affinitätschromatografie-
Matrix (Talon® Super-Flow) aufgereinigt werden. Die Reinheit der Proteine wurde durch 
eine SDS-PAGE der Eluate  mit anschließender Coomassie Blau-Färbung 
nachgewiesen. Abb. 3.10 zeigt eine zusammenfassende Übersicht über die 
verwendeten gereinigten Matrilin und COMP Proteine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.10: Übersicht aller verwendeter Proteine aus eigener Herstellung. Affinitätschromatografisch 
gereinigte Proteine aus konditionierten Überständen von 293-EBNA Zellen wurden auf 4-12 %igen (COMP 
und Matrilin-3 und -4 Volllängenproteine (fl)), 12 %igen (Matrilin-4 Monomer (∆CT), COMP Monomer 
(mono)) oder  15 %igen (Matrilin VWA-1 und -2 und EGF Domänen, COMP T3- und T3+TC Domänen) 
Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie Blau gefärbt. Angaben des 
Molekulargewichtsstandards in kDa. Unterhalb der Gelspuren sind die entsprechenden Molekülschemata 
angegeben, die zur besseren Orientierung die Position der entsprechenden Domänen im jeweils 
vollständigen Protein rot hervorheben. 
 
Die Bandenmuster der rekombinant exprimierten und nativ gereinigten Matrilin-3 und -4 
Volllängenproteine wiesen, wie schon unter  Abschnitt 3.1.1 beschrieben, die erwartete 
starke Heterogenität auf, wobei die jeweiligen Banden den unterschiedlichen 
Oligomerisierungsgraden entsprachen (Abb. 3.10).  
Auch Volllängen COMP zeigte in der elektrophoretischen Auftrennung ein Banden-
muster, das die unterschiedlichen Oligomerisierungsgrade repräsentierte (Abb. 3.10). 
Die beiden dominanten Banden entsprachen dem pentameren, vollständig oligo-
merisierten Protein (ca. 525 kDa) und dem um eine Untereinheit verkürzten, 
tetrameren Protein (ca. 420 kDa). Schwach waren noch Banden zu sehen, die geringer 
oligomerisiertes COMP repräsentierten (Trimer, ca. 315 kDa; Dimer, ca. 210 kDa). 
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Die Matrilin-4 EGF-ähnlichen Domänen wiesen eine Doppelbande bei apparenten 35 – 
40 kDa (theoretisch 17,2 kDa) und eine sehr breite Bande bei ca. 60 kDa auf. Eine 
SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen gefolgt von einem Western Blot und 
einer Immunodetektion mit Matrilin-4-spezifischen Antikörpern zeigte die Matn-4 EGF-
Banden als eine Doppelbande etwas unterhalb von 25 kDa (nicht gezeigt). Die 
mehrfachen Banden lassen sich vermutlich durch Disulfidbrückenumlagerungen und 
Polymerbildung sowie durch N-Glykosylierungen erklären und wurden für die folgenden 
Experimente toleriert. Die gereinigten Matrilin-4 VWA1 Domänen zeigten eine starke 
Bande bei 25 kDa sowie eine zweite, schwache Bande direkt unter der Hauptbande 
(vermutlich zurückzuführen auf fehlende N-Glykosylierungen), die Bande der Matrilin-4 
VWA2 Domänen lief bei ca. 23 kDa. Die Matrilin-3 VWA Domäne zeigte in gereinigtem 
Zustand eine saubere Bande unterhalb von 25 kDa (theoretisch 22 kDa). Das Matrilin-4 
Monomer (∆CT) bildete eine Bande bei ca. 70 kDa, was auch dem theoretischen 
Molekulargewicht entsprach, zeigte allerdings auch sehr hochmolekulares, vermutlich 
aggregiertes Proteinmaterial, welches nicht in das Trenngel hineinlief, sondern sich 
auch nach Ablauf der Elektrophorese noch in der Phase zwischen Sammel- und 
Trenngel befand. Des Weiteren zeigten alle Matriline und alle ihre kleineren, verkürzten 
Fragmente starke Neigungen zu Aggregation und Präzipitation, was auch 
Dimerisierungen der VWA Domänen und die Bildung hochmolekularer Aggregate, wie 
z.B. im Fall des Matrilin-4 Monomers, zur Folge hatte. Diese größtenteils unspezifisch 
aggregierten Komplexe wurden vor dem Einsatz in Experimenten durch starke 
Zentrifugation (15 min, 12000 x g, Eppendorf Tischzentrifuge) aus den Protein-
lösungen entfernt. 
Das COMP T3+TC Fragment zeigte eine Bande bei apparenten 45 kDa (theoretisch 57 
kDa), COMP TC lief bei ca. 30 kDa (theoretisch 28 kDa), zeigte aber auch noch 
weitere, schwächere Banden im höhermolekularen Bereich. Die COMP T3 Repeats 
bildeten ebenfalls eine Bande bei ca. 30 kDa, die beinahe dem theoretischen 
Molekulargewicht von ca. 29 kDa entsprach; die Bande des COMP Monomers wurde 
dem theoretischen Molekulargewicht entsprechend auf der Höhe von apparenten 83 
kDa angefärbt (alles Abb. 3.10). 
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3.2.2 Bindungsstudien von Volllängen Matrilin-4 und seinen kleineren 
Fragmente an Volllängen COMP und seine kleineren Fragmente im ELISA-
ähnlichen Stil 
 
Zur genauen Charakterisierung der Wechselwirkungen zwischen COMP und Matrilin-4 
wurden Bindungsstudien nach ELISA-Art durchgeführt. Der Schwerpunkt lag bei 
diesen Experimenten auf der Paarung von verkürzten Fragmenten des einen mit 
Volllängen-Proteinen des jeweils anderen Bindungspartners. Auf diese Weise sollten 
die kleinstmöglichen Einheiten identifiziert werden, die noch in der Lage waren, eine 
Bindung zu dem Volllängen-Bindungspartner aufzubauen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.11: ELISA-ähnlicher Bindungsversuch mit Volllängen Matrilin-4 und kleineren Matrilin-4 
Fragmenten, eingesetzt mit immobilisiertem Volllängen COMP und D469∆ COMP. A, Wildtyp 
Volllängen COMP wurde immobilisiert und nach Blockierung mit 5 % Milchpulver in TBS mit Wildtyp 
Volllängen Matrilin-4 (Matn-4 fl wt), der Matrilin-4 coiled-coil Domäne (Matn-4 CC) und den Matrilin-4 
VWA1 (Matn-4 A1) und VWA2 (Matn-4 A2)  Domänen inkubiert. B, Wildtyp Volllängen COMP wurde 
immobilisiert und nach Blockierung mit Matn-4 fl wt und dem Matrilin-4 Monomer (Matn-4 mono) inkubiert.  
C, Matn-4 fl wt und die Matn-4 A1 und Matn-4 A2 Domänen wurden immobilisiert und nach der 
Blockierung mit Wildtyp Volllängen COMP (gefüllte Balken) und D469∆ COMP (offene Balken) inkubiert. 
D, Matn-4 fl wt, Matn-4 mono und Matn-4 CC wurden immobilisiert und mit Wildtyp Volllängen COMP 
inkubiert. In allen Versuchen wurden die Proteine bei einer Konzentration von 10 µg/ml auf der ELISA-
Platte immobilisiert, die Liganden wurden in 20 nM Lösungen in Gegenwart von 2 mM CaCl2 eingesetzt. 
Bindungen von Matrilin-4 oder COMP wurden nach der Inkubation durch Detektion mit spezifischen anti-
Matn-4 (A und B) bzw. anti-COMP (C und D) Antikörpern in ELISA-typischer Art nachgewiesen. Alle 
Messungen waren Doppelbestimmungen. Abs., Absorption. 
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Jedes der Proteinfragmente wurde sowohl in der flüssigen als auch in der immobili-
sierten Phase getestet; so konnten die Wechselwirkungsmechanismen vollständig 
erfasst und artifizielle oder störende Einflüsse, z.B. bei der Immobilisierung, ausge-
schlossen werden. Gebundenes Protein wurde mit spezifisch gegen Matrilin-4 bzw. 
COMP gerichteten Antikörpern detektiert und der Bindungsansatz in ELISA-typischer 
Art analysiert. Abbildung 3.11 zeigt den ersten Teil dieser Versuchsserie mit den 
verschiedenen Matrilin-4 Proteinen im Bindungsansatz mit Volllängen COMP und der 
COMP-Mutante D469∆, die durch eine verminderte Ca2+-Bindung  gekennzeichnet ist. 
 
Volllängen Matrilin-4 zeigte auf der ELISA-Platte von allen als Liganden getesteten 
Matrilin-4 Proteinen das stärkste Bindungssignal auf immobilisiertem Volllängen 
COMP, gefolgt von einer moderaten Bindung an COMP durch das Matrilin-4 Monomer 
(Abb. 3.11 A und B). Weder die einzelnen VWA Domänen noch die isolierte Matrilin-4 
coiled-coil Domäne zeigten eine Interaktion. Wurden in dem umgedrehten Versuch die 
Matrilin-4-Proteine immobilisiert und Volllängen COMP als Ligand eingesetzt (Abb. 
3.11 C und D), zeigte Matrilin-4 Volllänge das stärkste Bindungssignal, gefolgt von 
dem etwa  so starken Signal des Matrilin-4 Monomers und dem noch schwächeren 
aber eindeutigen Signal der Matrilin-4 VWA2 Domäne. Auch das Matrilin-4 VWA1 
Protein konnte Volllängen COMP binden, allerdings so schwach, dass die Signifikanz 
fraglich blieb; die immobilisierte Matn-4 coiled-coil Domäne zeigte keine Bindung an 
COMP. Wurden COMP Wildtyp und D469∆ COMP vergleichend als Liganden 
eingesetzt (Abb, 3,11 C), konnten für beide COMP-Proteine Bindungssignale ohne 
signifikante Differenz sowohl an Volllängen Matrilin-4 als auch an die beiden Matrilin-4 
VWA Domänen beobachtet werden, was für einen nur geringen Einfluß der D469∆-
Mutation auf die Matrilin-4 Bindung spricht.  
 
Im zweiten Teil dieser Versuchsanordnung wurden Volllängen COMP Wildtyp, D469∆ 
COMP und die verkürzten COMP Fragmente auf ihr Bindungsverhalten mit Matrilin-4 
Volllänge untersucht (Durchführung wie für Abb. 3.11). Abbildung 3.12 zeigt diesen 
Bindungsansatz mit den verschiedenen, immobilisierten COMP Proteinen im ELISA-
ähnlichen Bindungsversuch mit Volllängen Matrilin-4. 
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Abb. 3.12: ELISA-ähnlicher Bindungsversuch mit Volllängen COMP, COMP D469∆ und 
verkürzten COMP Proteinen, eingesetzt mit Volllängen Matrilin-4. A und B, Wildtyp Volllängen 
COMP (COMP fl wt), monomeres COMP ohne oligomerisierende coiled-coil Domäne (COMP mono), 
verkürztes COMP bestehend aus den TSP Typ III Domänen und der TC Domäne (COMP T3+TC), 
die COMP TC Domäne, die COMP coiled-coil Domäne (COMP CC) und die Volllängen-COMP-
Mutante D469∆ wurden mit 10 µg/ml auf der ELISA-Platte immobilisiert und nach Blockierung mit 5% 
Milchpulver in TBS mit 20 nM Wildtyp Volllängen-Matrilin-4 (Matn-4 fl wt) inkubiert. C, Matrilin-4 fl 
wurde mit 10 µg/ml auf der ELISA-Platte immobilisiert und nach Blockierung mit den verschiedenen 
COMP-Proteinen (Bezeichnungen wie in Abb. 3.13 A und B) in Konzentrationen von 20nM inkubiert. 
Alle Versuche wurden in Gegenwart von 2 mM CaCl2 durchgeführt. Bindungen von Matrilin-4 oder 
COMP wurden nach der Inkubation durch Detektion mit spezifischen anti-Matn-4 (A und B) bzw. anti-
COMP (C) Antikörpern in ELISA-typischer Art nachgewiesen. Alle Messungen waren 
Doppelbestimmungen. Abs., Absorption. 
 
Die Entwicklung der ELISA-ähnlichen Versuche mit immobilisierten COMP-Proteinen 
(Abb. 3.12 A und B) und Volllängen Matrilin-4 als Ligand brachte starke 
Bindungssignale für das wildtypische und ebenfalls gute Signale für das mutierte 
Volllängen COMP hervor. Die Bindung der COMP-Mutante fiel dabei deutlich 
geringer aus und erreichte nur annährend 60% des Wertes des COMP Wildtyp 
Proteins. Die isolierte COMP coiled-coil Domäne zeigte ein noch schwächeres aber 
eindeutiges Signal, wohingegen keines der anderen verkürzten oder monomeren 
COMP Fragmente eine signifikante Bindung mit Matrilin-4 einging. Die Anwesenheit 
von 2 mM EDTA-Überschuß inhibierte jede Bindung (nicht gezeigt).  
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In dem umgedrehten Versuch mit immobilisiertem Matrilin-4 (Abb. 3.12 C) banden 
sowohl Wildtyp als auch mutiertes Volllängen COMP das gelöste Matrilin-4 und 
produzierten ein etwa gleich starkes Signal. Das COMP Monomer, der COMP 
T3+TC Komplex und die COMP TC Domäne alleine zeigten ebenfalls eine zwar 
schwächere aber signifikante Bindung mit dem immobilisierten Matrilin-4. Der 
Vergleich zwischen einerseits immobilisiertem und andererseits in gelöster Form 
eingesetztem D469∆ COMP zeigte ein verringertes Bindungspotential für die 
Mutante, wenn sie immobilisiert wurde (Abb. 3.12 B und C). 
 
3.2.3 Identifikation der interagierenden Domänen von Matrilin-4 und COMP mit 
Oberflächen Plasma Resonanz (SPR) Technologie 
 
Die ELISA-Versuche zu den Wechselwirkungen zwischen Matrilin-4 und COMP 
konnten neue Einblicke in die Bindungsmechanismen dieser beiden Proteine 
vermitteln. Die gewonnenen Ergebnisse sollten nun mit einer zweiten, unabhängigen 
Methode bestätigt werden. Darüber hinaus waren die ELISA-ähnlichen 
Bindungsstudien zur Identifizierung der kleinstmöglichen Bindungseinheiten nicht 
sensitiv genug, denn es war bisher nicht eindeutig gelungen, einzelne, bindeaktive 
Domänen zu definieren. Außerdem sollten die quantitative Bewertung der Bindung und 
die Ermittlung von Kd-Werten erfolgen.  
 
Um diese Anforderungen zu erfüllen wurde die Technologie der Oberflächen Plasma 
Resonanz (Surface Plasmon Resonance, SPR)  eingesetzt und ein Gerät der Firma 
Biacore, das Biacore 2000™, verwendet. Für die Messung wurden die Proteine als 
Liganden auf CM5-Sensorchips gekoppelt und die möglichen Bindungspartner als 
Analyten über die Oberfläche geleitet. Die Auswertung der Daten erfolgte anschließend 
mit der BIAevaluation 3.0-Software. 
 
3.2.3.1  Kovalente Kopplung von Proteinen auf Biacore® CM5 Chips 
 
In ausführlichen Vortests wurde zunächst überprüft, bei welchem pH-Wert und bei 
welcher Konzentration das jeweilige Protein auf einer nicht aktivierten CM5-Sensorchip 
Oberfläche durch ionische Wechselwirkungen in optimaler Weise aufkonzentriert 
werden konnte. Es zeigte sich, daß alle Proteine in 10 mM Natriumacetat pH 4.5 und 
bei einer Konzentration zwischen 20-100 µg/ml für die Kopplung verwendet werden 
konnten (nicht gezeigt). Die kovalente Protein-Kopplung über primäre Amine erfolgte 
nach der Aktivierung der CM5 Sensorchip Oberfläche durch die Injektion eines 
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NHS/EDC-Gemisches. Die Immobilisierung umfasste im Falle der Protein-Protein 
Bindungsstudien 600 bis 800 Resonanz-Einheiten (Resonance Units, RU) für kleine 
verkürzte Fragmente und bis zu 2000 RU für große Volllängen-Proteine. Im Falle der 
später durchgeführten Glykosaminoglykan (GAG)-Protein Bindungsstudien wurden die 
GAGs mit ca. 200 RU immobilisiert. Nachdem die gewünschte Protein-Menge an den 
Chip gekoppelt war, wurden übriggebliebene freie Bindungsstellen durch eine Injektion 
von Ethanolamin abgesättigt. 
 
 
 
 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.13: Beispielhaftes Sensorgramm einer Kopplung auf einem CM5-Sensorchip  
(1) Basislinie der nicht modifizierten Sensorchipoberfläche mit Laufpuffer.   
(2) Die Aktivierung der Oberfläche mit EDC/NHS führt zu einem Anstieg des SPR-Signals durch einen   
      veränderten Refraktionsindex der Lösung.  
(3) Die aktivierte Oberfläche verursacht ein geringfügig erhöhtes SPR-Signal der Basislinie ( 200 RU).  
(4) Die Injektion des Liganden führt zu dessen Kopplung auf der Sensorchip Oberfläche. Dargestellt sind 3  
      Injektionen verschiedener Konzentration die verschieden starke Kopplungseffekte erzielten.  
(5) Nach Kopplung beinhaltet das Signal sowohl kovalent als auch ionisch gebundenen Liganden.  
(6) Blockierung von aktivierten Bindungsstellen mit Ethanolamin. Aufgrund der hohen Konzentration und 
      dem daraus resultierenden, hohen Refraktionsindex der Lösung kommt es zu einem starken Anstieg 
      des SPR-Signals. Die Blockierung führt auch zur Entfernung von ionisch gebundenen Liganden von  
      der Oberfläche.  
(7) Basislinie mit kovalent immobilisiertem Liganden ( 3000 RU). 
 
3.2.3.2 Messungen von Bindungen verschiedener Matrilin- und COMP- Proteine  
Zuerst wurden die Interaktionen der Matrilin-4 VWA Domänen mit den COMP TC und 
T3+TC Domänen sowie dem Volllängen COMP Protein untersucht. Die Vorbereitung 
der CM5 Chipoberflächen erfolgte wie oben beschrieben, gefolgt von einer Kopplung 
von COMP TC, COMP T3+TC und Volllängen COMP auf die Chip-Flußzellen.  
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Eine Flußzelle wurde aktiviert und mit Ethanolamin blockiert, aber verblieb ohne 
gekoppeltes Protein, um für die spätere Auswertung als Referenz zu dienen. Nach der 
Äquilibrierung des Systems wurden die zu untersuchenden Analyten injiziert (120 µl, 
30 µl/min). Nach Abschluß der Dissoziationszeit (350 s) erfolgten den Erfordernissen 
angepasste Regenerationsschritte mit 1 – 2 M NaCl, um die Sensorgramme wieder 
zurück auf Basislinienniveau zu bringen und noch nicht abdissoziiertes Protein von der 
Chipoberfläche zu entfernen. Jede untersuchte Wechselwirkung wurde titriert, indem 
die Injektionen bei mindestens vier, in der Regel fünf verschiedenen Konzentrationen 
der Analyten erfolgten (10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM, 1000 nM). Konnten erst bei  
Konzentrationen von 1000 nM schwache Reaktionen in den Sensorgrammen 
beobachtet werden, wurden die Titrationen ggfs. angepasst und bei höheren 
Konzentrationen wiederholt. Versuche, in denen bei einer Analyten-Konzentration von 
1000 nM keine Resonanz im Sensorgramm zu beobachten war, wurden als negative 
Ergebnisse bewertet. 
 
Die Matrilin-4 VWA1 Domäne konnte mit dem immobilisierten COMP TC Fragment 
alleine keine Bindung eingehen (Abb. 3.14 A), auch die Erhöhung der Signaldifferenz 
(response difference, Bindungssignal) auf der mit COMP T3+TC-gekoppelten Flußzelle 
war nur marginal und erreichte nicht mehr als ca. 8 RU bei höchster 
Analytenkonzentration (Abb. 3.14 B). Mit Volllängen COMP zeigte die VWA1 Domäne 
bei niedrigeren Konzentrationen (Analytenkonzentration bis 100 nM) ein schwaches, 
aber signifikantes und konzentrationsabhängiges Signal von 20 bis ca. 37 RU; bei der 
höchsten Konzentration (Cmax) von 1000 nM konnte eine starke und saubere Bindung 
mit einer maximalen Signaldifferenz (maximal response, Rmax) von 85 RU beobachtet 
werden (Abb. 3.14 C). Bemerkenswert war hier die Abhängigkeit von einer hohen 
Konzentration des Analyten, insbesondere verglichen mit der Injektion von Matrilin-4 
VWA2 über diese Flußzelle. Matrilin-4 VWA2 zeigte schon in wesentlich geringeren 
Konzentrationen eine deutlich stärkere Bindung an Volllängen COMP (Abb. 3.14 F). 
Auch hier war die Bindung klar konzentrationsabhängig und erreichte bei der höchsten 
Konzentration von 1000 nM beinahe das Gleichgewicht und eine Rmax von ca. 220 
RU. Wie die VWA1 Domäne zeigte auch die VWA2 Domäne eine sehr schwache aber 
etwas stärkere Bindung als VWA1 an dem immobilisierten COMP T3+TC Komplex (ca. 
8 RU, Abb. 3.14 E), aber ebenfalls keine Bindung an COMP TC alleine (Abb. 3.14 D). 
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C. Injektion: Matrilin-4 VWA1     Immobilisiert: COMP Volllänge
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E. Injektion: Matrilin-4 VWA2     Immobilisiert: COMP T3+TC
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Abb. 3.14: SPR-Bindungsstudien mit Matrilin-4 VWA1 und VWA2 an immobilisiertem COMP 
TC, COMP T3+TC und Volllängen COMP. A und D, Injektion von Matrilin-4 VWA1 (Matn-4 A1) und 
VWA2 (Matn-4 A2) über immobilisiertes COMP TC. B und E, Injektion von Matrilin-4 VWA1 und 
VWA2 über immobilisiertes COMP T3+TC. C und F, Injektion von Matrilin-4 VWA1 und VWA2 über 
immobilisiertes Volllängen COMP. Die Konzentration der injizierten Analyten betrug in allen 
Versuchen 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM und 1000 nM. Wiedergegeben ist jeweils die Response 
Differenz (zur Referenzflußzelle) nach Injektion des Analyten, aufgetragen gegen die Zeit (s). Zur 
besseren Orientierung sind die bei den Messungen eingesetzten jeweiligen Proteine oder verkürzten 
Fragmente in den schematischen Zeichnungen als Teile der entsprechenden Volllängen-Proteine rot 
markiert. Resp. Diff, Response Differenz. 
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Anschließend erfolgte die Messung der Bindung an die Matrilin-4 EGF-ähnlichen 
Domänen (Matn-4 EGF), das Matrilin-4 Monomer (Matn-4 ∆CT) und das Matrilin-4 
Volllänge Protein (Matn-4 fl). Die Folgeversuche wurden in gleicher Weise 
durchgeführt wie die in Abb. 3.14 beschriebenen Versuche und der Chip war identisch 
mit dem in Abb. 3.14 verwendeten Chip. Die Ergebnisse für die Versuche mit Matn-4 
EGF und Matn-4 ∆CT sind in Abb. 3.15 (s. S. 70), die Matn-4 fl-Injektionen in Abb. 
3.16 (s. S. 71)  beschrieben. 
 
Die Injektion der Matrilin-4 EGF-ähnlichen Domänen konnte bei keiner der gewählten 
Konzentrationen und mit keinem der immobilisierten COMP Proteine eine Erhöhung 
der Resonanzdifferenz erzeugen (Abb. 3.15 A-C). Das Matrilin-4 Monomer hingegen 
zeigte bei der Injektion über die immobilisierte COMP TC Domäne ein schwaches 
Signal von einigen wenigen RU (ca. 12 RU, Abb. 3.15 D). Auch bei der Injektion über 
den immobilisierten COMP T3+TC Komplex zeigte das Monomer eine schwache 
Bindung von ca. 6-8 RU bei Cmax (Abb. 3.15 E), wobei in diesem Fall die Dosis-
Wirkungs-Abhängigkeit  besser zu sehen war. Die Injektion von Matn-4 ∆CT über das 
COMP Volllängenprotein (Abb. 3.15 F) rief eine starke, konzentrationsabhängige 
Resonanz hervor, mit einem Rmax von ca. 330 RU bei Cmax und erreichte ca. 115 s 
nach der Injektion annähernd ein Gleichgewicht, das trotz der kleinen Störung am 
Ende der Injektion (nach ca. 170 s) zu erkennen ist. Die Dissoziationsphase war in 
diesem Versuch von einer relativ schwachen Abnahme der Resonanzdifferenz 
gekennzeichnet. Bemerkenswert ist weiterhin, dass die Regeneration der mit COMP fl 
gekoppelten Chipoberfläche nach der Injektion von Matn-4 ∆CT sehr viel schwieriger 
war als nach den Experimenten mit den Matn-4 VWA Domänen (nicht gezeigt) und 
dass diese erst nach mehrfacher Injektion von Hochsalzlösungen (1,5 – 2 M NaCl) 
gelang.   
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C. Injektion: Matrilin-4 EGF     Immobilisiert: COMP Volllänge
-80
-40
0
40
80
120
160
200
RU
R
esp
.
 Diff
.
-100 -20 60 140 220 300 380 460 540 620
sTime
B. Injektion: Matrilin-4 EGF     Immobilisiert: COMP T3+TC
160 220 280 340 400 460 520 580 640 700
sTime
100
-50
0
50
100
150
200
RU
R
esp
.
 Diff
.
-100 0 100 200 300 400 500 600 700 800
sTime
-200
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F. Injektion: Matrilin-4 Monomer Immobilisiert: COMP Volllänge
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Abb. 3.15: SPR-Bindungsstudien mit Matrilin-4 EGF und Monomer an immobilisiertem COMP 
TC, COMP T3+TC und Volllängen COMP. A und D, Injektion von Matrilin-4 EGF und Monomer 
(∆CT) über immobilisiertes COMP TC. B und E, Injektion von Matrilin-4 EGF und ∆CT über 
immobilisiertes COMP T3+TC. C und F, Injektion von Matrilin-4 EGF und ∆CT über immobilisiertes 
Volllängen COMP. Die Konzentration der injizierten Analyten betrug in allen Versuchen 10 nM, 20 
nM, 50 nM, 100 nM und 1000 nM. Wiedergegeben ist jeweils die Response Differenz nach Injektion 
des Analyten, aufgetragen gegen die Zeit (s).  Zur besseren Orientierung sind die bei den Messungen 
eingesetzten jeweiligen Proteine oder verkürzten Fragmente in den schematischen Zeichnungen als 
Teile der entsprechenden Volllängen-Proteine rot markiert. Resp. Diff, Response Differenz. 
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Abb. 3.16: SPR-Bindungsstudien mit Volllängen Matrilin-4 an immobilisiertem COMP TC, 
COMP T3+TC und Volllängen COMP. A, Injektion von Volllängen Matrilin-4 (Matn-4 fl) über 
immobilisiertes COMP TC. B, Injektion von Volllängen Matrilin-4 über immobilisiertes COMP T3+TC. 
C, Injektion von Volllängen Matrilin-4 über immobilisiertes Volllängen COMP. Die Konzentration der 
injizierten Analyten betrug in allen Versuchen 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM und 1000 nM. 
Wiedergegeben ist jeweils die Response Differenz nach Injektion des Analyten, aufgetragen gegen 
die Zeit (s).  Zur besseren Orientierung sind die bei den Messungen eingesetzten jeweiligen Proteine 
oder verkürzten Fragmente in den schematischen Zeichnungen als Teile der entsprechenden 
Volllängen-Proteine rot markiert. Resp. Diff, Response Differenz. 
 
Die Experimente mit injiziertem Volllänge Matrilin-4 zeigten keine Bindung an das 
immobilisierte COMP TC Fragment (Abb. 3.16 A) und auch keine Reaktion mit 
COMP T3+TC (Abb 3.16 B). Bei der Injektion von Matn-4 fl über das immobilisierte 
COMP fl kam es zu der erwarteten, starken Bindung zwischen diesen beiden 
Proteinen (Abb. 3.16 C), die eine Rmax von ca. 160 RU bei Cmax erreichte, 
allerdings bei den gewählten Konzentrationen noch nicht ins Gleichgewicht gelangte. 
Die Dissoziationsphase war von einer nur noch sehr schwachen Abnahme der 
Response Differenz gekennzeichnet, die Dissoziation fand noch deutlich langsamer 
statt als die des Matrilin-4 Monomers (Abb. 3.15 F). Bei den beiden geringsten 
Konzentrationen der Analyten fand sie praktisch gar nicht statt.  
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Diese Beobachtung indiziert eine sehr stabile Bindung zwischen vollständigem 
Matrilin-4 und COMP. Ebenso wie bereits für das Matrilin-4 Monomer beobachtet, 
war auch hier die Regeneration des Chips sehr schwierig und gelang nur durch 
mehrfache Injektion von 2M NaCl-Lösung. 
 
Eine Immobilisierung von COMP T3 wurde ebenfalls durchgeführt, zeigte aber in den 
ersten Versuchen keine Bindung an injiziertes Volllängen Matrilin-4 und wurde 
danach nicht weiter untersucht (nicht gezeigt).   
 
Im nächsten Schritt erfolgten die SPR-Bindungsstudien in umgekehrter Orientierung, 
um alle getesteten Proteine sowohl in der löslichen, als auch in der immobilisierten 
Phase auf ihre Bindungsfähigkeit zu testen. Wie in den unter 3.2.2 beschriebenen 
ELISA-ähnlichen Versuchen sollten auf diese Weise die Wechselwirkungs-
mechanismen vollständig erfasst werden, um artifizielle, hindernde oder störende 
Einflüsse, die z.B. durch die zufällige räumliche Orientierung der Proteine bei der 
Immobilisierung auf dem Chip ausgelöst werden könnten, auszuschließen.  
 
Für die umgedrehten Versuchsanordnungen erfolgte eine Immobilisierung von 
Matrilin-4 VWA1, Matrilin-4 VWA2 und Volllängen Matrilin-4 auf den Flusszellen 
eines neuen CM5-Chips. Eine Flusszelle diente wiederum für die spätere 
Auswertung als Referenz. Als injizierte Analyten wurden in dieser Versuchsreihe die 
gereinigten COMP T3 , COMP TC  und die COMP T3+TC Proteine verwendet. Die 
Ausführung der Experimente erfolgte unter identischen Bedingungen wie bei den 
vorher beschriebenen Versuchen, allerdings wurden bei diesen Messungen teilweise 
höhere Analytenkonzentrationen verwendet, um auch bei den bereits vermuteten 
schwachen Bindungen noch Signale messen zu können. Die Konzentrationen der 
injizierten Analyten betrug für COMP T3 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM und 1000 nM 
(Abb. 3.17 A – C), für COMP TC 160 nM, 333 nM, 1000 nM und 2000 nM (Abb. 3.17 
D – F) und für COMP T3+TC 200 nM, 400 nM, 1000 nM, 2000 nM und 4000 nM 
(Abb. 3.18). 
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Abb. 3.17: SPR-Bindungsstudien mit COMP T3 und COMP TC an immobilisiertem Matrilin-4 
VWA1, VWA2 und Volllänge. A, B, C, Injektion von COMP T3 über immobilisiertes Matrilin-4 VWA1 
(A), VWA2 (B) und Volllänge (C). D, E, F, Injektion von COMP TC über immobilisiertes Matrilin-4 VWA1 
(D), VWA2 (E) und Volllänge (F). Die Konzentration der injizierten Analyten betrug in den Versuchen A 
– C 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM und 1000 nM und in den Versuchen D – F 160 nM, 333 nM, 1000 nM 
und 2000 nM. Wiedergegeben ist jeweils die Response Differenz nach Injektion des Analyten, 
aufgetragen gegen die Zeit (s).  Zur besseren Orientierung sind die bei den Messungen eingesetzten 
jeweiligen Proteine oder verkürzten Fragmente in den schematischen Zeichnungen als Teile der 
entsprechenden Volllängen-Proteine rot markiert. Resp. Diff, Response Differenz. 
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Injiziertes COMP T3 zeigte keine Bindung an Matrilin-4 VWA1 (Abb. 3.17 A), VWA2 
(Abb. 3.17 B) oder Volllängen Matrilin-4 (Abb. 3.17 C). Die Injektion von COMP TC 
zeigte unterschiedliche Ergebnisse. Die leichten Änderungen der Resonanzdifferenz 
über der mit Matrilin-4 VWA1-gekoppelten Flußzelle konnten nicht als Signal einer 
spezifischen Bindung gedeutet werden, da sie teilweise abnahmen und keinen 
konzentrationsabhängigen oder SPR-typischen Kurvenverlauf zeigten (Abb. 3.17 D). 
Im Gegensatz dazu indizierten die ebenfalls sehr schwachen Signale von injiziertem 
COMP TC über immobilisiertem Matrilin-4 VWA2 eine spezifische, wenn auch 
extrem schwache Bindung dieser beiden Protein-Domänen (Abb. 3.17 E). Im 
Vergleich zur VWA1 – COMP TC Wechselwirkung konnte hier eine Konzentrations-
abhängigkeit der Wechselwirkung beobachtet werden und die aufgezeichneten 
Sensorgramme zeigten trotz ihrer sehr geringen Rmax von ca. 9 RU bei Cmax den 
SPR-typischen Kurvenverlauf mit klar unterscheidbaren Phasen der Assoziation und 
Dissoziation. Über Vollängen Matrilin-4 geleitetes COMP TC zeigte ebenfalls eine 
sehr schwache und konzentrationsabhängige Bindung an das immobilisierte Matrilin-
4 Protein (Abb. 3.17 F). Bemerkenswert war trotz der sehr schwachen Bindung ein 
charakteristisch unterschiedlicher Kurvenverlauf der Bindungen von COMP TC an 
Matrilin-4 VWA2 und an das Matrilin-4 Volllängenprotein. Wie schon oben für 
injizierte COMP-Proteine beschrieben, unterschieden sich auch hier die 
Kurvenverläufe in den Dissoziationsphasen. Während die gebundenen COMP TC 
Proteine vom immobilisierten Matrilin-4 VWA2 relativ leicht und mit einem für SPR 
typischen, hyperbolen Verlauf abdissoziierten, verblieben sie stabil an das 
gekoppelte Volllängen Matrilin-4 gebunden und dissoziierten nicht ab.  
 
Bei der Injektion von COMP T3+TC Protein (s. S. 75) über immobilisiertes Matrilin-4 
VWA1 war keine Interaktion zu beobachten (Abb. 3.18 A). Im Gegensatz dazu zeigte 
COMP T3+TC aber eine eindeutige und konzentrationsabhängige  Bindung an 
Matrilin-4 VWA2 von ca. 170 RU bei einer Analytenkonzentration von 4 µM, die in 
dem durchgeführten Experiment aber nicht zur Sättigung gebracht werden konnte 
(Abb. 3.18 B). Injiziert über Volllängen Matrilin-4 zeigte COMP T3+TC ebenfalls eine 
Bindung (Abb. 3.18 C), allerdings entwickelte diese nur eine relativ schwache, aber 
konzentrationsabhängige und sättigbare Signaldifferenz (ca. 42 RU bei Cmax).  
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Abb. 3.18: SPR-Bindungsstudien mit COMP T3+TC an immobilisiertem Matrilin-4 VWA1, VWA2 
und Volllänge. A, Injektion von COMP T3+TC über immobilisiertes Matrilin-4 VWA1. B, Injektion von 
COMP T3+TC über immobilisiertes Matrilin-4 VWA2. C, Injektion von COMP T3+TC über 
immobilisiertes Volllängen Matrilin-4. Die Konzentration der injizierten Analyten betrug in den 
Versuchen A – C 200 nM, 400 nM, 1000 nM, 2000 nM und 4000 nM. Wiedergegeben ist jeweils die 
Response Differenz nach Injektion des Analyten, aufgetragen gegen die Zeit (s).  Zur besseren 
Orientierung sind die bei den Messungen eingesetzten jeweiligen Proteine oder verkürzten Fragmente 
in den schematischen Zeichnungen als Teile der entsprechenden Volllängen-Proteine rot markiert. 
Resp. Diff, Response Differenz. 
 
Zuletzt wurden die Bindungen zwischen immobilisiertem COMP und Matrilin-3 
Volllängenprotein sowie der Matrilin-3 VWA1 Domäne untersucht. Die Experimente 
wurden nach demselben Protokoll wie die vorhergehenden Versuche durchgeführt. 
Auf einem neuen CM5-Chip wurde auf einer Flußzelle Volllängen COMP 
immobilisiert. Um in demselben Versuch Selbstwechselwirkungen zwischen den 
Matrilinen zu untersuchen, erfolgte auf zwei weiteren Flußzellen eine 
Immobilisierung von Volllängen Matrilin-3 und -4. Die Injektionen von Matrilin-3 
erfolgten bei Konzentrationen von 70 nM, 140 nM, 280 nM, 550 nM und 1,1 µM, die 
von Matn-3 VWA1 bei 200 nM, 400 nM, 1000 nM und 10 µM. 
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Das immobilisierte Volllängen COMP reagierte mit einer schnellen und sehr starken 
Bindung an das eingeleitete Volllängen Matrilin-3, mit einer Rmax von über 1150 RU 
bei der höchsten Analytenkonzentration (Abb. 3.19 A). Eine Sättigung der Bindung 
wurde nicht erreicht. Die in geringerer Konzentration injizierten Proteine (70 nM, 140 
nM, 280 nM) zeigten eine sehr langsame Dissoziation, was auf eine stabile Bindung 
hinwies. Im Vergleich dazu zeigte Matrilin-3 VWA1 eine sehr schwache, aber 
signifikante Bindung, die allerdings erst bei einer extrem hohen Konzentration (bzw. 
geringer Verdünnung des gereinigten Proteins) von 10 µM eine starke Resonanz 
erzielte (Abb. 3.19 B). Die geringe Verdünnung des injizierten Proteins erklärt den 
beobachteten starken „Bulk-shift“, eine Reaktion der Sensorgramm-Basislinie, die 
ausschließlich auf den refraktiven Index der Proteinlösung, der sich von dem des 
Laufpuffers unterscheidet, zurückzuführen war. 
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Abb. 3.19: SPR-Bindungsstudien mit Volllängen Matrilin-3 und Matrilin-3 VWA an 
immobilisiertem Volllängen COMP. A, Injektion von Volllängen Matrilin-3 (Matn-3) über 
immobilisiertes Volllängen COMP. B, Injektion von Matrilin-3 VWA1 (Matn-3 A) über immobilisiertes 
Volllängen COMP. Die Konzentration der injizierten Analyten betrug in dem Versuch A 70 nM, 140 nM, 
280 nM, 550 nM und 1100 nM, im Versuch B 200 nM, 400 nM, 1000 nM und 10000 nM. 
Wiedergegeben ist jeweils die Response Differenz nach Injektion des Analyten, aufgetragen gegen die 
Zeit (s).  Zur besseren Orientierung sind die bei den Messungen eingesetzten jeweiligen Proteine oder 
verkürzten Fragmente in den schematischen Zeichnungen als Teile der entsprechenden Volllängen-
Proteine rot markiert. Resp. Diff, Response Differenz. 
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Die SPR-Analysen möglicher Selbstwechselwirkungen von Matrilin-3 sowie von 
Matrilin-3 mit Matrilin-4 zeigten starke und konzentrationsabhängige Bindungen. Bei 
der Injektion von Volllängen Matrilin-3 war die mit Matrilin-3 immobilisierte Chipober-
fläche bei der höchsten Analytenkonzentration mit einer Rmax von ca. 120 RU 
gesättigt (Abb. 3. 20 A).  
Das plötzliche, lineare, weitere Ansteigen der Sensorgramme gegen Ende der 
Injektion (siehe roter Pfeil) ist vermutlich auf eine Selbstwechselwirkung der 
injizierten Matrilin-3 Proteine mit den bereits gebundenen Matrilin-3 Proteinen 
zurückzuführen. Die Injektion von Volllängen Matrilin-3 über immobilisiertes 
Volllängen Matrilin-4 (Abb. 3.20 B) resultierte ebenfalls in einer starken Selbst-
wechselwirkung mit ähnlichem Kurvenverlauf wie in Abb. 3.20 A gezeigt (siehe 
ebenfalls roter Pfeil). Hier wurde ein Rmax von über 700 RU erreicht und auch in 
diesem Versuch gab es einen signifikanten Anteil an gebundenem Protein, der nur 
sehr langsam abdissoziierte. 
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Abb. 3.20: SPR-Bindungsstudien mit Volllängen Matrilin-3 an immobilisiertem Matrilin-3 und 
Matrilin-4 Volllängeprotein. A, Injektion von Volllängen Matrilin-3 (Matn-3) über immobilisiertes 
Volllängen Matrilin-3. B, Injektion von Volllängen Matrilin-3 über immobilisiertes Volllängen Matrilin-4. 
Die Konzentration der injizierten Analyten betrug in beiden Versuchen 70 nM, 140 nM, 280 nM, 550 nM 
und 1100 nM. Wiedergegeben ist jeweils die Response Differenz nach Injektion des Analyten, 
aufgetragen gegen die Zeit (s).  Zur besseren Orientierung sind die bei den Messungen eingesetzten 
jeweiligen Proteine oder verkürzten Fragmente in den schematischen Zeichnungen als Teile der 
entsprechenden Volllängen-Proteine rot markiert. Resp. Diff, Response Differenz. Der rote Pfeil 
markiert vermutliche, unspezifische Bindungen. 
 
Tabelle 3.3 fasst die mit SPR gemessenen Bindungen zwischen Matrilinen und 
COMP und deren verkürzten Fragmenten zusammen (S. 79).  
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Tab. 3.3: Übersicht über die mit SPR untersuchten Bindungen zwischen Matrilinen und COMP und 
deren verkürzten Fragmenten.  
                     
Injiziertes Protein Immobilisiertes Protein
Matn-3 Matn-4 COMP 
fl VWA1 VWA2 EGF ∆CT fl TC T3+TC T3 mono fl
Matn-3 VWA1 +
fl + +++ +++
Matn-4 VWA1 - (+) ++
VWA2 - + ++
EGF - - -
∆CT + + +++
fl - - +++
COMP TC + - + +
T3+TC - ++ ++
T3 - - -
mono
fl
 
 
Die Farbgebung der Kästchen dokumentiert die subjektive Beurteilung der Affinität zwischen 
den jeweiligen Bindungspaaren auf Grund der beobachteten Kurvenverläufe und Rmax.  Rot 
= keine Bindung, dunkler werdende Grüntöne und die aufsteigende Anzahl von Plus-
Symbolen dienen dem Vergleich erfolgter Bindungen zwischen unterschiedlichen 
Paarungen. Matn = Matrilin; fl = Volllänge; ∆CT/mono = Monomer 
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3.2.4  Quantifizierung der gemessenen Bindungen zwischen Matrilin-4 und 
COMP Proteinen 
Zur quantitativen Bewertung der ermittelten Ergebnisse wurden die Dissoziations-
konstanten (Kd–Wert) der dokumentierten Wechselwirkungen berechnet. Die 
Kalkulation der kinetischen Daten aus den Sensorgrammen erfolgte nach Subtraktion 
des Signals der Referenzflusszelle mit Hilfe der BIAevaluation 3.0-Software. Die 
Auswertung beruht auf dem Marquardt-Levenberg Algorithmus (Gleichung 1) welcher 
die Quadratsumme (S) der Differenzen zwischen gemessenen (rg) und berechneten 
(rb) Datenpunkten minimiert. 
 
                                                                                                    
 
 
 
 
Für die Berechnung der Datenpunkte wurden die aus der Annahme einer 1:1-
Langmuir-Bindung resultierenden Geschwindigkeitsgesetze verwendet. Die 
Übereinstimmung zwischen berechneten und gemessenen Werten wird durch den 
statistischen Wert X2 beschrieben. Dieser kann im Fall von Sensorgrammen aufgrund 
der großen Anzahl von Datenpunkten (n) vereinfacht werden zu: 
 
 
 
 
 
 
Zur Überprüfung des Bindungsmodels erfolgte eine Anpassung über den gesamten 
Bereich von Assoziation und Dissoziation. Die Ermittlung der Assoziations- (ka) und 
Dissoziationskontanten (Kd) erfolgte jedoch getrennt in den durch Injektionsstart und –
ende, sowie Dissoziationsdauer definierten Zeiträumen. Um statistisch solide Werte zu 
ermitteln, wurden die Anpassungen immer gleichzeitig durch alle Kurven der jeweiligen 
Titration einer zu berechnenden Interaktion gelegt. Da für die Ermittlung von Kd–
Werten von der Biacore-Software das Modell einer 1:1 Langmuir-Bindung zu Grunde 
gelegt wurde, erfolgten diese Berechnungen auch nur für diejenigen Versuche, die in 
ihrem Aufbau diesem Modell entsprachen. Komplexere mathematische 
Bindungsmodelle sind für diese Arbeit nicht entwickelt worden. Nicht alle 
durchgeführten Messungen ergaben Sensorgramme, deren Kurven sich 
zufriedenstellend an ein mathematisches Modell anpassen ließen. Der X2-Wert wurde 
Gleichung 1:
S = (rb – rg)2Σ
n
i=1
Gleichung 2:
X
(rb – rg)2Σ
n
i=12
= n
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hierfür als qualitativer Marker genutzt, sein Wert sollte nicht über 2% des beobachteten 
Rmax liegen. Zur Verbesserung der Anpassung eines gewählten Modells konnten 
erweiternde Parameter hinzugezogen werden: so konnte eine instabile Basislinie 
(„drifting baseline“) und eine Limitierung des Massentransportes („mass transport“) 
berücksichtigt werden. Im Folgenden soll exemplarisch die Ermittlung eines Kd für eine 
gemessene Bindung dokumentiert werden. Eine Zusammenstellung aller ermittelten Kd 
-Werte für die Matrilin-4 – COMP-Bindung ist in der Tabelle 3.4 aufgelistet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.21: Beispielhaftes SPR-Sensorgramm einer Bindung zwischen Matrilin-4 VWA2 und 
Volllängen COMP. COMP Volllänge wurde als Ligand auf den Sensorchip gekoppelt (2600 RU) und 
Matrilin-4 VWA2 wurde bei verschiedenen Konzentrationen (15 nM, 30 nM, 60 nM, 120 nM, 600 nM) über 
die Oberfläche geleitet. 
 
Da Volllängen COMP auf der Sensorchip-Oberfläche immobilisiert wurde, standen 
theoretisch alle fünf Untereinheiten des Moleküls frei im Raum und jede Untereinheit 
konnte ihre Valenz nutzen, um eine Bindung mit injizierten Analyten einzugehen. Das 
eingeleitete Matrilin-4 VWA2 Protein war definiert als eine Lösung einzelner VWA 
Domänen, insofern wurde diese Bindung als eine 1:1 Wechselwirkung betrachtet und 
seine Dissoziationskonstante konnte unter Anwendung des 1:1 Langmuir-
Bindungsmodells ermittelt werden. Abb. 3.22 zeigt die mathematische Anpassung für 
diesen Versuch. 
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Abb. 3.22: Gemessene (farbig) und berechnete (schwarz) Daten für die Bindung zwischen 
Volllängen COMP (Ligand) und Matrilin-4 VWA2 (Analyt). A, die Anpassung erfolgte gleichzeitig über 
den gesamten Bereich von Assoziation und Dissoziation nach dem Modell einer 1:1 Langmuir Bindung mit 
„drifting Baseline“ als erweiterndem Parameter. B, Die Residuals beschreiben die Abweichungen der 
gemessenen Daten (in RU) von dem genullten, berechneten Kurvenverlauf. 
 
Die Berechnungen der kinetischen Daten lieferten neben dem X2-Wert für jede 
Wechselwirkungstitration die Raten für Assoziation (ka) und Dissoziation (kd) sowie die 
daraus ermittelte Dissoziationskonstante Kd (ka/kd). Die  errechneten Ergebnisse für 
alle an die Versuche erfolgreich angepassten kinetischen Interaktionsmodelle sind in 
der Tabelle 3.4 angegeben. 
 
Tab. 3.4: Bindungskonstanten von Matrilin- und COMP-Wechselwirkungen.  

Ligand Analyt 
 
Modell 
Erweiterte 
Parameter 
 
Chi2 
ka 
(1/Ms) 
kd 
(1/s) Kd (M) 
COMP  
   Volllänge 
Matrilin-4 
   VWA1 
 
1:1 
 
Mass Transfer 
 
3,46 
 
4,45e5 
 
0,182 
 
4,09e-7 
COMP  
   Volllänge 
Matrilin-4  
   VWA2 
 
1:1 
 
Drifting Baseline 
 
3,0 
 
7,82e4 
 
4,29e-3 
 
5,48e-8 
COMP  
   Volllänge 
Matrilin-4  
   Monomer 
 
1:1 
 
Mass Transfer 
 
8,61 
 
1,09e5 
 
1,05e-3 
 
9,58e-9 
Matrilin-4  
   VWA2 
COMP  
  T3+TC 
 
1 :1 
 
keine 
 
15 
 
355 
 
1,09e-3 
 
3,07e-6 
Matrilin-4  
 Volllänge 
COMP  
  T3+TC 
 
1 :1 
 
ohne/ Local Fit 
 
0,72 
 
5,04e3 
 
1,17e-3 
 
2,32e-7 
 
Angegeben sind das verwendete Modell (1:1 Langmuir-Bindung), die Erweiterung der 
kinetischen Parameter {Mass Tranfer (Massentransport-Limitierung, Erläuterung dazu siehe 
Diskussion), instabile Basislinie (Drifting Baseline), Lokaler Fit}, der X2-Wert, die Raten für 
Assoziation (ka) und Dissoziation (kd) und die daraus ermittelte Dissoziationskonstante Kd. 
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3.3 Studien zur Interaktion von Matrilinen mit zellulären 
Rezeptoren 
 
Einige VWA-enthaltende Proteine sind an Mechanismen der Zellanhaftung beteiligt. 
Die Rolle der Matriline als Zellanhaftungsmoleküle war bisher nur wenig untersucht, 
lediglich eine Wechselwirkung zwischen Matrilin-1 und α1β1 Integrin wurde 
beschrieben (Makihira et al., 1999). Daher sollten die zellbindenden Eigenschaften der 
Matriline näher untersucht werden. 
 
3.3.1 Anhaftung von Zellen auf immobilisierten Matrilinen4 
Für die Durchführung von Zellanhaftungsversuchen wurden native, frisch aufgereinigte  
Matriline in ansteigenden Konzentrationen über Nacht bei 4°C auf 96-Well Zellkultur-
platten immobilisiert. Nach der Blockierung freier Bindestellen wurden die trypsinierten 
Zellen in serumfreiem DMEM-Medium auf die Platten gegeben. Als verwendete Zellen 
wurden die Keratinozyten-Zelllinie HaCaT (Boukamp, 1988) und die Fibroblasten-
Zelllinie Wi26 (ATCC) gewählt, da sie beide zusammen ein sehr breites Spektrum von 
Integrinen exprimieren (α1β1, α2β1, α3β1, α5β1, α6β1, α6β4, αvβ5), die als potentielle 
Bindungspartner in Frage kamen. Nach 30-minütiger Inkubation, gefolgt von  Fixierung 
und Färbung, erfolgte die Analyse des Versuchsansatzes durch eine Messung der 
Absorption bei 540nm.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                 
4
 In Kollaboration durchgeführt mit Dr. Gerhard Sengle im Labor von Prof. Dr. Mats Paulsson, 
Köln; Manuskript in Vorbereitung: „Matrilins mediate weak cell attachment without promoting 
focal adhesion formation“ von Mann, H.H., Sengle, S. et al., 2006 
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Abb. 3.23: Zellanhaftung von HaCaT und WI26 Zellen auf immobilisierten Matrilinen. Native und 
frisch gereinigte Matriline-1, -2, -3 und -4 (Volllängenproteine) wurden jeweils bei Konzentrationen 
von 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10, 20 und 40 µg/ml über Nacht bei RT auf 96-Well Zellkulturplatten 
immobilisiert. Fibronectin diente als Kontrolle, bei Konzentrationen von 0,2 – 10 µg/ml. Nach 
Blockierung mit 1% BSA und 30-minütiger Inkubation mit den frisch trypsinierten Zellen in 
serumfreiem DMEM wurden die Bindungsansätze fixiert (1 % Glutaraldehyd in PBS) und gefärbt (0,1 
% Kristallviolett in H2O). Die Analyse der Interaktionsansätze erfolgte durch eine Messung der 
Absorption bei 540 nm in Zelladhäsionsversuch-üblicher Art. Alle Messungen waren 
Dreifachbestimmungen. Abs., Absorption. 
 
Die Matriline-1, -2 und -3 vermittelten konzentrationsabhängige Zellanhaftung  zu 
beiden getesteten Zelllinien. Matrilin-4 zeigte nur eine schwache Fähigkeit zur Zell-
Adäsion an Wi26- und band nicht an die HaCaT-Zellen (Abb. 3.23). Für Matrilin-1 und -
3 war die Anhaftung bei einer Konzentration von 20 µg/ml gekoppeltem Protein 
gesättigt, für Matrilin-2 wurde eine Sättigung erst bei ca. 40 µg/ml für Wi26-Zellen 
erreicht, während für HaCaT-Zellen keine Sättigung erreicht wurde. Die Zellen banden 
nicht an immobilisierte, verkürzte Matrilinfragmente oder isolierte Matrilin VWA 
Domänen (nicht gezeigt). Der als Kontrolle durchgeführte Versuch mit immobilisiertem 
Fibronectin zeigte eine ebenfalls konzentrationsabhängige, aber sehr viel stärkere 
Haftung der Zellen, die bereits bei 6 µg/ml (HaCaT) bzw. 2 µg/ml (Wi26) 
immobilisiertem Protein gesättigt war. 
 
3.3.2 Bindungen von Matrilinen an α1β1 und α2β1 Integrin Ektodomänen5 
Um einen tieferen Einblick in die potentielle Rolle der Integrine in der Matrilin-
vermittelten Zellanhaftung zu gewinnen, wurden Festphasen-Versuche nach ELISA-Art 
durchgeführt. Dafür erfolgte eine Immobilisierung der Matriline auf der ELISA-Platte 
                                                 
5
 In Kollaboration durchgeführt mit Dr. Johannes Eble, Münster; Manuskript in Vorbereitung: 
„Matrilins mediate weak cell attachment without promoting focal adhesion formation“ von Mann, 
H.H., Sengle, S. et al., 2006 
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und der Blockierung folgend eine Inkubation mit löslichen α1β1 und α2β1 Integrin 
Ektodomänen (Abb. 3.26). Die Inkubation verlief entweder in Gegenwart von 1 mM 
Mn2+, von 1 mM Mn2+ und 200 mM des integrin-aktivierenden Antikörpers AK 9EG7 
(Bazzoni et al., 1995) oder in Gegenwart von 10 mM EDTA. Die Detektion von 
gebundenem Integrin erfolgte nach Fixierung mit spezifisch gegen die jeweiligen 
Integrin-Domänen gerichteten Antikörpern (Eble et al., 2001) in ELISA-typischer Art. 
 
 
 
                       
 
 
 
                  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.24: ELISA-ähnliche Bindungsstudien zwischen Matrilinen und α1β1 und α2β1 Integrin 
Ektodomänen.  Auf der x-Achse sind die immobilisierten Proteine (15 µg/ml) angegeben, als 
Kontrollen dienten das humane Kollagen IV Fragment CB3 (10 µg/ml) für α1β1 Integrin und bovines 
Kollagen I (20 µg/ml) für α2β1 Integrin. Nach der Blockierung wurden die löslichen α1β1 (50 nM, 
weiße Balken) und α2β1 (40 nM, graue Balken) Integrin Ektodomänen jeweils in Gegenwart von 
entweder 1 mM Mn2+, 1 mM Mn2+ zusammen mit dem Integrin-aktivierenden Antikörper AK 9EG7 
oder mit 10 mM EDTA inkubiert (2 h bei RT).  Gebundenes Protein wurde in ELISA-üblicher Art mit 
spezifisch gegen die entsprechenden Integrin-Domänen gerichteten Antikörpern detektiert und 
analysiert. Abs., Absorption. 
 
Verglichen mit dem als Positivkontrolle verwendeten Kollagen I bewirkten die 
immobilisierten Matriline 1 und 3 nur eine schwache bzw. sehr schwache Bindung mit 
der α1β1 Integrin Ektodomäne (Abb. 3.24). Matrilin-2 zeigte hier ebenfalls ein relativ 
schwaches Bindungssignal. Weder die Anwesenheit des durch die Integrin-VWA 
Domäne koordinierbaren divalenten Kations Mn2+, noch die Zugabe des Antikörpers 
AK 9EG7 hatten einen Einfluß auf diese schwachen Wechselwirkungen; ebensowenig 
konnte die Zugabe von EDTA die Bindung aufheben. Im Gegenteil: im Fall von Matrilin-
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2 wurde das Signal sogar verstärkt, dennoch war dieses Signal immer noch sehr viel 
niedriger als das der Positivkontrolle. Matrilin-3 und -4 zeigten keine signifikante 
Bindung und keines der Matriline zeigte eine Bindung zu α2β1 Integrin. 
 
3.3.3 Bindungen von Matrilinen an Proteoglykane 
Zelloberflächen-Proteoglykane sind ebenfalls an der Vermittlung von Zell-Matrix 
Kontakten beteiligt (Essner et al., 2006). Als potentielle Matrilin-Bindungspartner auf 
der Zelloberfläche kamen dabei die Glykosaminoglykane (GAGs) Heparin, 
Heparansulfat und Chondroitinsulfat in Frage. Zuerst wurden sie als Kompetitoren in 
Zellanhaftungsversuchen mit Matrilin-1 und HaCaT-Zellen eingesetzt (Abb. 3.27). 
Dabei fand eine Vorinkubation der mit Matrilin-1 bzw. Fibronectin immobilisierten 
Kunststoffplatten mit den verschiedenen Proteoglykanen statt, bevor die vorbereiteten 
Zellen auf die Platte gegeben wurden. Das Inkubationsmedium enthielt dabei weiterhin 
die entsprechenden Proteoglykankonzentrationen. Um eine kollagenvermittelte 
Zellanhaftung auszuschließen, wurde eine Fraktion der Zellen vor der Inkubation auf 
den Platten mit Kollagenase verdaut. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.25: Einfluß von Glykosaminoglykan-Ketten und Kollagen auf die Zellbindung von 
Matrilin-1.  Fibronectin (A) und Matrilin-1 (B) wurden mit 4 µg/ml bzw. 20 µg/ml über Nacht bei RT 
immobilisiert. Angegeben sind die in der Vorinkubation (1,5 h bei RT, 100µg/ml) zur Kompetition der 
Zellanhaftung verwendeten Proteoglykane bzw. die verwendete Kollagenase (1,5 h bei 37°C, 0,1 
U/ml). Nach der Inkubation der HaCaT-Zellen in serumfreiem DMEM wurden die Bindungsansätze 
durch Färbung und Bestimmung der Absorption bei 450 nm analysiert. Alle Messungen waren 
Doppelbestimmungen. Abs., Absorption. 
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Die Kompetition mit Heparin bewirkte eine deutlich reduzierte Zellanhaftung auf 
Matrilin-1, hatte aber keinen signifikanten Effekt auf Fibronectin. Heparansulfat und 
Chondroitinsulfat hatten keine inhibierende Wirkung. Die vor der Inkubation auf den 
Platten mit Kollagenase verdauten Zellen wurden durch den Verdau in ihrem 
Bindungspotential mit Matrilin und Fibronectin nicht beeinträchtigt, sondern banden, 
insbesondere im Fall von Matrilin-1, sogar noch stärker an die immobilisierten Proteine, 
was evtl. auf eine die Zellbindung beeinträchtigende Wirkung des Kollagennetzwerks 
hinwies (Abb. 3.25).  
 
Im Folgenden wurde mit SPR die direkte Bindung zwischen Matrilin-3 und -4 und 
Heparin, Heparansulfat und Chondroitinsulfat untersucht. Dazu wurden die 
Proteoglykane biotinyliert und auf einem mit Streptavidin präimmobilisierten Biacore 
SA-Chip™ gekoppelt (ca. 200 RU). Anschließend erfolgte die Injektion der Matrilin-
Proteine in ansteigenden Konzentrationen (Abb. 3.26, 3.27). Verwendet wurden in 
diesem Fall His6-markierte Varianten der bereits früher beschriebenen rekombinant 
exprimierten Proteine von Matn-3 VWA und Matrilin-3 und -4 Volllängenproteinen.   
 
Sowohl Volllänge Matrilin-3 (Abb. 3.26 A, B) als auch Matrilin-3 VWA (Abb. 3.26 D, E) 
zeigten starke und konzentrationsabhängige Bindungen an Heparin und Heparan-
sulfat. Volllängen Matrilin-3 erreichte bei der Injektion über Heparin ein maximales 
Bindungssignal von über 2200 RU, über Heparansulfat von ca. 1200 RU.  Die 
Wechselwirkung zwischen Matrilin-3 VWA und den Proteoglykanen fiel schwächer aus, 
hier wurden Resonanzdifferenzen von 1200 RU über Heparin und ca. 550 RU über 
Heparansulfat gemessen. Weder das Matrilin-3 Volllängenprotein noch dessen VWA 
Domänen banden an Chondroitinsulfat (Abb. 3.26 C und F). Das Signal von Volllängen 
Matrilin-3 bei 1000 nM über immobilisiertem Chondroitinsulfat war artefiziell, da es 
ohne Konzentrationsabhängigkeit und ohne Dissoziationsphase keinen spezifischen 
Verlauf aufwies. Die Injektion von Volllängen Matrilin-4 zeigte sehr ähnliche Ergebnisse 
mit starken und konzentrationsabhängigen Bindungen an Heparin (Rmax ca. 1400 RU) 
und Heparansulfat (Rmax ca. 470 RU) und fehlender Bindung an Chondroitinsulfat 
(Abb. 3.27). Alle Matriline lösten stärkere Resonanzdifferenzen mit Heparin, als mit 
Heparansulfat aus. In allen Fällen verlief die Dissoziation relativ langsam, die 
Regeneration konnte nur mit häufigen Injektionen von 2 M NaCl erfolgreich 
durchgeführt werden. Eine Sättigung wurde nur bei den Injektionen von Matrilin-3 und -
4 Volllängeproteinen annähernd erreicht.  
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F. Injektion: Matrilin-3 VWA Immobilisiert: Chondroitinsulfat
-50
0
50
100
150
200
250
300
RU
R
esp
.
 Diff
.
-200 0 200 400 600 800 1000
sTime
D. Injektion: Matrilin-3 VWA Immobilisiert: Heparin
E. Injektion: Matrilin-3 VWA Immobilisiert: Heparansulfat
R
esp
.
 Diff
.
R
e
sp
.
 Diff
.
350
550
750
950
1150
1350
1550
RU
0 200 400 600 800 1000
sTime
-200
150
-50
Matn-3 A   10 nM
Matn-3 A   20 nM
Matn-3 A   50 nM
Matn-3 A   100nM
Matn-3 A   1000 nM
Matn-3 A   10000 nM
100
200
300
400
500
600
700
RU
0 200 400 600 800 1000
sTime
-200
0
-50
Matn-3 A   10 nM
Matn-3 A   20 nM
Matn-3 A   50 nM
Matn-3 A   100nM
Matn-3 A   1000 nM
Matn-3 A   10000 nM
Matn-3 A   10 nM
Matn-3 A   20 nM
Matn-3 A   50 nM
Matn-3 A   100nM
Matn-3 A   1000 nM
Matn-3 A   10000 nM
C. Injektion: Matrilin-3 Volllänge Immobilisiert: Chondroitinsulfat
A. Injektion: Matrilin-3 Volllänge Immobilisiert: Heparin
B. Injektion: Matrilin-3 Volllänge Immobilisiert: Heparansulfat
R
e
sp
.
 Diff
.
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
RU
-100 0 300 500 700 800
sTime
-200
-500
-1000
Matn-3 fl 10 nM
Matn-3 fl 20 nM
Matn-3 fl 50 nM
Matn-3 fl 100 nM
Matn-3 fl 1000 nM
200100 400 600
R
esp
.
 Diff
.
0
500
1000
1500
RU
-100 0 300 500 700 800
sTime
-200
-1000
200100 400 600
Matn-3 fl 10 nM
Matn-3 fl 20 nM
Matn-3 fl 100 nM
Matn-3 fl 1000 nM
R
esp
.
 Diff
.
0
50
100
150
200
250
300
RU
-100 0 300 500 700 800
sTime
-200
-50
200100 400 600
Matn-3 fl 10 nM
Matn-3 fl 20 nM
Matn-3 fl 50 nM
Matn-3 fl 1000 nM
 
Abb. 3.26: SPR-Bindungsstudien mit Volllängen Matrilin-3 und Matrilin-3 VWA an 
immobilisierten Glykosaminoglykanen. A und D, Injektion von Matrilin-3 Volllänge (Matn-3 fl) und 
Matrilin-3 VWA (Matn-3 A) über immobilisiertes Heparin. B und E, Injektion von Matrilin-3 Volllänge 
und Matrilin-3 VWA über immobilisiertes Heparansulfat. C und F, Injektion von Matrilin-3 Volllänge 
und Matrilin-3 VWA über immobilisiertes Chondroitinsulfat. Die Konzentration der injizierten Analyten 
betrug in allen Versuchen 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM und 1000 nM. Wiedergegeben ist jeweils die 
Response Differenz nach Injektion des Analyten, aufgetragen gegen die Zeit (s).  Resp. Diff, 
Response Differenz. 
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Abb. 3.27: SPR-Bindungsstudien mit Volllängen Matrilin-4 an immobilisierten Glykosamino-
glykanen. A Injektion von Volllängen Matrilin-4 (Matn-4 fl) über immobilisiertes Heparin. B, Injektion 
von Volllängen Matrilin-4 über immobilisiertes Heparansulfat. C, Injektion von Volllängen Matrilin-4 
über immobilisiertes Chondroitinsulfat. Die Konzentration der injizierten Analyten betrug in allen 
Versuchen 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM und 1000 nM. Wiedergegeben ist jeweils die Response 
Differenz nach Injektion des Analyten, aufgetragen gegen die Zeit (s). Resp. Diff, Response Differenz. 
 
Mit Hilfe der BIAevaluation 3.0-Software wurden auch hier kinetische Analysen 
durchgeführt. Berechnet wurden die kinetischen Werte für jeweils das Sensorgramm 
der Matrilin-3 VWA Injektion, das der Konzentration von 1000 nM Analyt entsprach.  
 
Tab. 3.5: Bindungskonstanten für die Matrilin-3 VWA – Proteoglykan Wechselwirkungen.  

Ligand Analyt 
 
Modell 
Erweiterte 
Parameter 
 
Chi2 
ka 
(1/Ms) 
kd 
(1/s) Kd (M) 
 
Heparin 
Matn-3 
   VWA 
 
1:1 
 
kein 
 
3,21 
 
5,21e3 
 
4,03e-4 
 
7,72e-8 
Heparan- 
   sulfat 
Matn-3  
   VWA 
 
1:1 
 
kein 
 
4,03 
 
1e4 
 
4,58e-4 
 
4,58e-8 
 
Angegeben sind das verwendete Modell (1:1 Langmuir-Bindung), die Erweiterung der 
kinetischen Parameter {Massentransport-Limitierung (Mass Tranfer), instabile Basislinie 
(Drifting Baseline), Lokaler Fit}, der X2-Wert, die Raten für Assoziation (ka) und Dissoziation 
(kd) und die daraus ermittelte Dissoziationskonstante Kd. 
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3.3.4  Interaktionen von β1-Integrin und Glykosaminoglykan defizienten Zell- 
linien mit Matrilin-3 
Ein weiterer Ansatz zur Untersuchung der Zellanhaftungsmechanismen auf Matrilin-
gekoppelten Oberflächen war die vergleichende Durchführung von Zellanhaftungs- 
(cell adhesion) Versuchen mit Oberflächenrezeptordefizienten Zelllinien. Für die 
folgenden Versuche wurden einerseits murine GD25 Fibroblasten verwendet, in denen 
entweder das Gen für die Integrin β1-Untereinheit inaktiviert (GD25) oder  in denen das 
inaktivierte Gen wiederhergestellt war (β1 res) (Wennerberg et al., 1996). Andererseits 
fanden CHO-745-Zellen Verwendung (ATCC CRL-2242), die defizient für ein Enzym 
der Glykosaminoglykan- (GAG) Synthese sind (Xylosyltransferase) und denen daher 
die Oberflächen-Proteoglykane fehlen (Esko et al., 1985). Als Kontrolle dienten 
wildtypische CHO-Zellen (CHO-K1, ATCC). Für die Versuche wurden Titrationen mit 
ansteigenden Konzentrationen von immobilisiertem Matrilin-3 durchgeführt, Fibronectin 
diente als Positivkontrolle (Abb. 3.30). Matrilin-3 wurde im Folgenden verwendet, da es 
im Gegensatz zu Matrilin-1 rekombinant herstellbar ist und ebenso in den 
vorhergehenden SPR-Studien eine sehr starke Bindung an Proteoglykane gezeigt 
hatte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.28: Zellanhaftungsversuche von Glykosaminoglykan und β1-Integrin defizienten Zellen 
auf Matrilin-3. Auf der x-Achse sind die für die Immobilisierung des frisch gereinigten Matrilin-3 
verwendeten Konzentrationen (0,31, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40 µg/ml). Nach der Inkubation mit 
den jeweiligen Zellen in serumfreiem DMEM wurden die Bindungsansätze durch Färbung und 
Bestimmung der Absorption analysiert. Alle Messungen waren Doppelbestimmungen. Abs., 
Absorption. 
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Sowohl die murinen β1-Integrin exprimierenden als auch die β1-Integrin defizienten 
GD25 Fibroblasten banden an das immobilisierte Matrilin-3 in konzentrations-
abhängiger Weise (Abb. 3.28 C), wenn auch sehr viel schwächer als an immobilisiertes 
Fibronectin (Abb. 3.28 A). Bei Immobilisierungskonzentrationen ab 10 µg/ml war die 
Bindung der GD25-Zellen an Matrilin-3 gesättigt und erreichte dabei ca. 60-70 % des 
Bindungssignals das die β1-Integrin exprimierenden Zellen erzielten. Dies deutete auf 
eine eher untergeordnete Rolle der β1-Integrine bei der Vermittlung von Zellanhaftung 
an Matrilinen hin. Die Zellanhaftung war etwas stärker reduziert bei den 
Glykosaminoglykan defizienten CHO-745-Zellen im Vergleich mit den wildtypischen 
CHO-K1-Zellen (Abb. 3.28 D). Hier erreichten die Glykosaminoglykan-defizienten 
Zellen nur etwa 50-60 % des Bindungssignals von den Wildtyp-CHO-Zellen. Auch in 
diesem Teilversuch war die Bindung der Zellen an immobilisiertes Fibronectin 
wesentlich stärker als an Matrilin-3. Sowohl β1-Integrin defiziente Zellen als auch 
Glykosaminoglykan defiziente Zellen zeigten auch auf Fibronectin schwächere 
Bindungen als ihre wildtypischen Homologen (Abb. 3.28 B).  
 
In einem letzten Schritt sollte die Ausbildung von fokalen Kontakten (focal adhesions) 
in β1-Integrin und Glykosaminoglykan defizienten Zelllinien nach Bindung an Matrilin-3 
untersucht werden. Fokale Kontakte entstehen bei klassischer Integrin-vermittelter 
Zellanhaftung (Singer et al., 1987; Wozniak et al., 2004). Für die dazu durchgeführten 
Zellanhaftungsversuche erfolgte die Immobilisierung von Matrilin-3 und Fibronectin als 
Kontrolle bei 20 µg/ml. Nach der Inkubation haftende Zellen wurden fixiert und 
permeabilisiert. Fokale Kontakte konnten dann mit spezifisch gegen Vinculin 
gerichteten, monoklonalen Maus-Antikörpern (5-10 µl/ml, Sigma) detektiert werden 
(Abb. 3.29). Die Visualisierung des Vinculins erfolgte mit einem anti-Maus-Cy3-
konjugierten Antikörper, die des Cytoskeletts mittels der Markierung der Actinfasern mit 
FITC-konjugiertem Phalloidin. 
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Abb. 3.29: Immunofluoreszenzfärbung von Vinculin und Phalloidin-Färbung von F-Actin in β1-
Integrin- und Glykosaminoglykan-Synthese defizienten Zellen. β1-Integrin exprimierende GD25-
Zellen (A und C) bzw. β1-Integrin defiziente GD25-Zellen (B und D) und Glykosaminoglykan 
exprimierende CHO K1-Zellen (E und G) bzw. Glykosaminoglykan defiziente CHO 745-Zellen (F und H) 
wurden auf Matrilin-3- und Fibronectin-gekoppelten (20 µg/ml) Objektträgern kultiviert. Zur Visuali-
sierung der fokalen Kontakte bzw. des Actin-Skeletts wurden die fixierten Zellen entweder mit einem 
monoklonalen Maus-Antikörper gegen Vinculin gefolgt von einem Cy3™-markierten anti-Maus-IgG-
Antikörper  gefärbt (rot) oder mit FITC-markiertem Phalloidin gefärbt (grün). 
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Immunohistochemisch konnte der vollständige Verlust von fokalen Kontakten sowohl 
bei GD25 β1-Integrin defizienten als auch exprimierenden Zellen gezeigt werden, wenn 
Matrilin-3 an Stelle von Fibronectin als Adhäsionssubstrat eingesetzt wurde (Abb. 3.29 
A-D). Die auf Fibronectin haftenden Zellen (sowohl GD25 β1-Integrin defiziente als 
auch β1-Integrin exprimierende Zellen) wiesen klar strukturierte Netzwerke von Actin-
Fasern und eine große Anzahl klar definierter fokaler Kontakte auf (Abb. 3.29 A und B). 
Im Gegensatz dazu waren die Zellen auf Matrilin-3 hauptsächlich von runder, weniger 
definierter Form und von geringerer Größe (Abb. 3.29 C und D). Im direkten Vergleich 
der auf Matrilin-3 haftenden β1-Integrin defizienten und β1-Integrin exprimierenden 
Zellen  fielen dennoch Unterschiede auf: demnach zeigten die β1-rekonstituierten 
Zellen ein etwas besser aufgebautes Zytoskelett und sichtbare Actin-Fasern, für einige 
der Zellen konnte auch die Fähigkeit, sich auszubreiten beobachtet werden (Abb. 3.29 
C+D). Die Ergebnisse der Versuche, die mit den Glykosaminoglykan defizienten bzw. 
Wildtyp CHO-Zellen durchgeführt wurden, ähnelten denen der mit GD25-Zellen 
durchgeführten Versuche. Auf Fibronectin sind sowohl die wildtypischen als auch die 
Glykosaminoglykan defizienten CHO-Zellen in der Lage zu binden, sowie komplexe 
Actinfaser-Netzwerke und fokale Kontakte auszubilden (Abb. 3.29 E+F); zwischen 
beiden Zelltypen ist kein Unterschied zu sehen. Auf immobilisiertem Matrilin-3 
hingegen können beide Zelltypen zwar binden, sind aber beide nicht in der Lage, 
fokale Kontakte auszubilden oder sich auszudehnen, sie erscheinen nur als kleine, 
runde Zellkörper ohne definiertes Cytoskelett oder Actinfaser-Netzwerk (Abb. 3.29 
G+H). 
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4 Diskussion 
Neuere Ergebnisse zeigen, dass die Matriline eine Rolle als Adapterproteine in der 
extrazellulären Matrix spielen. Matrilin-1 liegt in der Matrix gebunden an Aggrecan 
(Hauser et al., 1996) vor und Matriline wurden zusammen mit Biglycan und Decorin in 
Komplexen identifiziert, die wiederum Kollagen VI Mikrofibrillen mit Kollagen II und 
Aggrecan verbinden (Wiberg et al., 2003). Für Matrilin-2 wurden Bindungen an 
Collagen I und IV, Fibrillin und Fibronectin gezeigt (Piecha et al., 2002), für Matrilin-3 
eine Bindung an Kollagen IX (Budde et al., 2005) und sowohl für Matrilin-3 als auch 
Matrilin-4 eine Bindung an Fibronectin und die Kollagene I – V (Nitsche, Dissertation, 
2001). In dieser Arbeit wurde versucht, weitere Bindungspartner zu identifizieren und 
die Wechselwirkungen näher zu charakterisieren. 
 
 
4.1 Identifizierung von Matrilin-Bindungspartnern 
 
In ELISA-ähnlichen Bindungstests zeigten Matrilin-1, -3 und -4 Bindungen an die 
Proteoglykane Decorin und Biglycan (Abb. 3.3), ebenso konnte eine Wechselwirkung 
von Aggrecan mit Matrilin-4 gezeigt werden. Die im Festphasenversuch teilweise sehr 
geringen Bindungssignale der Matriline an Aggrecan und Biglycan sind vermutlich auf 
deren hohe Glykosylierungen zurückzuführen, die eine effiziente Immobilisierung auf 
den ELISA-Platten stark beeinträchtigen könnten; das weniger stark glykosylierte 
Decorin kann wahrscheinlich wesentlich besser immobilisiert werden. Die Bindung 
zwischen Matrilinen und Proteoglykanen erfolgt vermutlich an den Proteoglykan-
Kernproteinen, denn mit Oberflächen Plasma Resonanz- (SPR-) Versuchen konnte 
gezeigt werden, dass weder Matrilin-3 noch -4 die von Decorin, Biglycan und Aggrecan 
getragenen Chondroitinsulfatketten binden (Abb. 3.26 C und 3.27 C). Die Titration der 
Wechselwirkung zwischen Matrilin-4 und Decorin im ELISA-ähnlichen Versuch ergab 
einen apparenten Kd von 10 nM (Abb. 3.5) und weist damit auf eine relativ starke 
Bindung zwischen diesen beiden Proteinen hin. Die zuvor mittels EM gezeigte 
Wechselwirkung (Wiberg et al., 2003) konnte so biochemisch näher bestimmt werden. 
Darüber hinaus werden in der vorliegenden Arbeit erstmalig Bindungen von Matrilin-1, -
3 und -4 an die Kollagene XI, XII, XIV und XXII gezeigt (Abb. 3.3), bereits früher 
wurden Wechselwirkungen von Matrilin-1, -3 und -4 mit den beiden fibrillären 
Kollagenen I und II (Wiberg, et al., 2003; Piecha et al., 2002; Nitsche, Dissertation, 
2001, Winterbottom et al., 1992) beschrieben. Die Kollagene XII, XIV und XXII gehören 
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zur Familie der fibrillenassoziierten FACIT-Kollagene (fibril-associated collagens with 
interrupted triple helices) (van der Rest et al., 1991; Watt et al., 1992; Yamagata et al., 
1992; Koch et al., 2004). FACIT-Kollagene kommen häufig in kollagenen Suprastruk-
turen vor und können z.B. mit Kollagen I, II oder XI kopolymerisieren und Interaktionen 
zwischen Fibrillen und umgebenden Proteinen vermitteln (Oxford et al., 1994; Koch et 
al., 1995; Blaschke et al., 2000; Tuckwell, 2002). Eine Bindung des FACIT-Kollagens 
IX (Shaw et al., 1991) an Matrilin-3 wurde kürzlich gezeigt (Budde et al., 2005). Die 
Bindung von Matrilinen an FACIT-Kollagene könnte auf eine Rolle der Matriline bei der 
Vernetzung von fibrillären und nicht-fibrillären Komponenten der extrazellulären Matrix 
hinweisen. Möglicherweise sind die Matriline auch an der Kollagenfibrillogenese 
beteiligt. Diese Annahme wird durch die Bindung von Matrilin-3 und -4 an Kollagen III 
unterstützt (Nitsche, Dissertation, 2001), einem fibrillären Kollagen, dass wichtig für die 
Kollagen I Fibrillogenese ist (Mariyama et al., 1994). In der vorliegenden Arbeit konnte 
die Sequenz eines Matrilin-3 bindenden Kollagen III-Peptids (GNOGSDGLO-
GRDGSOGGK-GDRGENGSO) identifiziert werden (Abb. 3.7). In silico-Analysen 
ergaben, dass diese Peptidsequenz nur in Kollagen III vorkommt (nicht gezeigt), was 
evtl. die Spezifität dieses Bindungsmotivs erklärt.  
Außer den genannten Proteoglykanen wurde auch eine Anzahl weiterer, nicht-
kollagener Proteine auf ihre Bindung an Matrilin-1, -3 und -4 untersucht. Neben der 
bereits bekannten Bindung an Fibronectin (Nitsche, Dissertation, 2001) wurde eine 
Bindung des SLRP-(small leucine rich protein) Proteins PRELP (proline- and arginine-
rich end leucine-rich repeat protein) an Matrilin-4 (und Matrilin-3) hier erstmals gezeigt. 
PRELP bindet an Kollagen I und II und interagiert außerdem mittels Heparansulfat-
Proteoglykanen mit Fibroblasten und ist auf diese Weise an der Bildung von Zell-
Matrix- und Matrix-Basallamina-Kontakten beteiligt (Bengtsson et al., 2002, 2000). Eine 
physiologische Relevanz von Fibronectin und PRELP als Bindungspartner der Matriline 
könnte darin liegen, dass diese Proteine gemeinsam an der Bildung von Kollagen-
enthaltenden und Kollagen-unabhängigen Netzwerken zwischen Zellen beteiligt sind, 
wie sie bereits früher für Matriline beschrieben wurden (Klatt et al., 2000; Piecha et al., 
1999; Chen et al., 1995). Mit Laminin wurde ein wichtiges Basalmembranprotein als 
möglicher Matrilin-3-Bindungspartner identifiziert; die von Matrilin-3 abweichende 
Gewebeverteilung stellt jedoch die physiologische Relevanz dieser Bindung in Frage. 
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Besonders auffallend ist die erstmalig gezeigte Bindung  von Matrilinen an das nicht-
kollagene Glykoprotein Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) (Abb. 3.3). COMP 
(auch: Thrombospondin-5, TSP-5) ist ein in der Knorpelmatrix stark exprimiertes 
Mitglied der Thrombospondin-Familie. Die Tatsache, dass COMP sowohl für Matrilin-1, 
als auch für Matrilin-3 und -4, das mit Abstand jeweils höchste Bindungssignal zeigt, 
weist auf eine Konservierung der COMP-Bindung unter den Matrilinen hin. Die 
physiologische Signifikanz der Matrilin-COMP Wechselwirkung wird durch die unter 
nativen Bedingungen und in Anwesenheit von CaCl2 gelungene Ko-Elution von 
Matrilin-1 und COMP aus Knorpelextrakten unterstrichen (Abb. 3.4). Die im ELISA-
ähnlichen Bindungsversuch näher untersuchte Wechselwirkung zwischen Matrilin-4 
und COMP erwies sich als konzentrationsabhängig und sättigbar (Abb. 3.5). Der 
ermittelte Kd von 1 nM zeigte eine zehnfach höhere Affinität von Matrilin-4 zu COMP 
als von Matrilin-4 zu Decorin. Die Matrilin-COMP Bindung ist von besonderem 
Interesse, da für beide Proteine eine vermittelnde Rolle im Aufbau und in der Struktur 
der extrazellulären Matrix angenommen wird. Wie die Matriline, assoziiert auch COMP 
in kationenabhängiger Weise mit Kollagen I, II und IX (Winterbottom et al., 1992; 
Rosenberg et al., 1998; Holden et al., 2001; Thur et al., 2001) und ebenfalls mit 
Fibronectin (Di Cesare et al., 2002). 
Die Calciumabhängigkeit der Matrilin-1 COMP-Bindung warf die Frage auf, ob neben 
der bekannten Fähigkeit von COMP, Ca2+-Ionen zu binden (Thur et al., 2001, Maddox 
et al., 2000), auch auf Seiten der Matriline die Fähigkeit zur Bindung von zweiwertigen 
Kationen besteht. Diese Bindung konnte zumindest für die Matrilin-4 VWA1 Domäne 
durch die im CD-Spektrometer gemessene Konformationsänderung nach der Zugabe 
von divalenten Kationen gezeigt werden (Abb. 3.6). Die Bindung der Kationen könnte 
dabei an den MIDAS-Motiven innerhalb der VWA Domänen erfolgen. Deren Fähigkeit, 
zweiwertige Kationen zu koordinieren und damit eine wichtige Rolle bei der Interaktion 
von VWA Domänen mit Proteinliganden zu spielen, wurde bereits früher gezeigt (Lee 
et al., 1995; Emsley et al., 2000). Es ist allerdings unklar, ob die nach der Titration 
ermittelten, apparenten Kd -Werte von ca. 1 mM für Mg2+ und ca. 2 mM für Ca2+ (Abb. 
3.6 C und D) tatsächlich eine Bindung der Kationen an das MIDAS-Motiv beschreiben. 
Die leicht erhöhte Affinität der VWA Domäne zu Mg2+ könnte in Übereinstimmung mit 
der Präferenz des MIDAS-Motivs für dieses Kation sein (Lee et al., 1995). Die Zugabe 
von EDTA verhindert nicht nur die Bindung von Matrilin-4 an COMP, sondern auch die 
Bindung von Matrilin-4 an Decorin, sodass auch auf Seiten der Matriline die 
Kationenbindung einen Einfluß auf die Wechselwirkungen mit Interaktionspartnern 
haben könnte.  
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4.2 Charakterisierung der Matrilin – COMP Bindung 
 
Die oligomere, modulare Struktur der Matriline erlaubt polyvalente Bindungen mit 
anderen Matrixproteinen. Die unterschiedlichen Oligomerisierungsgrade der Matriline 
gehen auf eine proteolytische Prozessierung der oligomeren Volllängen-Proteine 
zurück (Ehlen, Dissertation, 2005; Klatt et al., 2001; Klatt et al., 2000; Piecha et al., 
1999). Eine wichtige Rolle bei den Interaktionen könnten die VWA Domänen spielen, 
gut untersuchte Proteindomänen, die z.B. in Proteinen der extrazellulären Matrix und 
Integrinrezeptoren weit verbreitet sind (Whittaker & Hynes, 2002) und die in der Lage 
sind, Wechselwirkungen mit vielen, strukturell unterschiedlichen Proteinen einzugehen 
(Colombatti und Bonaldo, 1991).  
 
Charakterisierung der bindenden Untereinheiten von Matrilin-4 und COMP 
Die ELISA-ähnlichen Wechselwirkungsversuche mit Matrilin-4 und COMP Proteinen 
(Abb. 3.11 und 3.12) zeigen stets die stärksten Bindungssignale, wenn die vollständig 
oliomerisierten Volllängeproteine beteiligt sind. Volllängen COMP bindet in hohem 
Ausmass an Volllängen Matrilin-4, das Signal der Bindung an das Matrilin-4 Monomer 
ohne die oligomerisierende coiled-coil Domäne ist jedoch weniger als halb so hoch. 
Dabei ist es unerheblich, ob die Matrilin-4 Proteine immobilisiert oder in der löslichen 
Phase eingesetzt werden (Abb. 3.11 A, B und D). Die hochaffine Bindung zwischen 
den Volllängeproteinen von Matrilin-4 und COMP (Abb. 3.5) konnte in den 
Festphasenversuchen mit den verkürzten Matrilin-Fragmenten in Lösung nicht gezeigt 
werden (Abb. 3.11 A und B). Die isolierten Matrilin-4 VWA Domänen zeigen aber eine 
schwache Restaffinität zu Volllängen COMP wenn sie immobilisiert werden, wobei die 
COMP-Bindung an die VWA2 Domäne etwas stärker erscheint als die an die VWA1 
Domäne (Abb. 3.11 C).  
Diese Beobachtungen konnten mit den sensitiveren SPR-Studien eindeutig bestätigt 
werden. Beide Matrilin-4 VWA Domänen zeigen signifikante und konzentrations-
abhängige Bindungen an Volllängen COMP (Abb. 3.14 C und F) und in beiden Fällen 
zeigen die Bindungskurven die charakteristischen, hyperbolen Formen der SPR mit 
den erkennbaren Phasen von Assoziation, Sättigung und Dissoziation. Bei identischen 
Konzentrationen erzeugt die injizierte VWA2 Domäne immer ein höheres 
Bindungssignal als die VWA1 Domäne. Da die Höhe der Signaldifferenz (response, 
Bindungssignal) von der gegenseitigen Affinität der getesteten Analyten und Liganden 
abhängig ist, indiziert dies eine deutlich höhere Affinität von Matrilin-4 VWA2 zu 
Volllängen COMP als von VWA1. Dies wird durch die Ermittlung der Kd-Werte bestätigt 
 4 DISKUSSION 
 97 
(Tab. 3.4). Demnach verläuft die Bindung der VWA1 Domäne an COMP mit einem Kd 
von ca. 0,4 µM, die Bindung der VWA2 Domäne aber mit einem Kd von ca. 55 nM. 
Die Affinität der Matrilin-4 Monomere zu Volllängen COMP ist wesentlich höher als die 
der jeweils einzelnen VWA Domänen (Abb. 3.15 F). Dies wird einerseits durch die 
mathematische Ermittlung der Dissoziationskonstante gezeigt (Tab. 3.4), die einen Kd 
von ca. 9,6 nM ergibt (statt 0,4 µM für Matrilin-4 VWA1 und 55 nM für VWA2), 
andererseits aber auch durch das wesentlich höhere Bindungssignal und die sehr viel 
langsamere Dissoziation (Abb. 3.15 F); das Monomer ist hier so fest gebunden, dass 
es sich auch bei der Injektion von Hochsalzlösungen nur langsam ablöst. Das Matrilin-
4 Volllängeprotein schließlich bindet so stark an das immobilisierte Volllängen COMP, 
dass es kaum noch Dissoziation zeigt (Abb. 3.16 C). Für diese Reaktion konnte mittels 
SPR kein Kd ermittelt werden, die Titration im ELISA-ähnlichen Versuch ergab aber 
bereits einen apparenten Kd von ca. 1 nM. 
 
Die deutlich stärkere Bindung des Matrilin-4 Monomers an Volllängen COMP 
verglichen mit der Bindung der einzelnen VWA Domänen (Abb. 3.11, 3.14, 3.15), zeigt 
schon innerhalb des Matrilin-4 Monomers einen additiven oder kooperativen Effekt. Die 
Bindung der VWA2 Domäne an COMP wird dabei vielleicht von der an dasselbe 
COMP Protein bindenden VWA1 Domäne unterstützt. Danach stünden im trimeren 
Volllängenprotein nach der COMP-Bindung durch eine Matrilinuntereinheit noch zwei 
weitere Matrilinuntereinheiten für entweder weitere Bindungen an andere 
Untereinheiten desselben COMP Proteins oder für Bindungen an andere Proteine zur 
Verfügung. Die Matrilin-4 VWA1 Domäne selbst kann außerdem, mit geringerer 
Affinität, sowohl ebenfalls an COMP als auch, mit möglicherweise höherer Affinität, an 
ein anderes Protein der extrazellulären Matrix binden. Die beschriebene 
Verlangsamung der Abläufe in den Dissoziationsphasen (Vgl. Abb. 3.14 C und F, 3.15 
F, 3.16 C) und die Abhängigkeit der Bindungsstärken vom Grad der Vollständigkeit der 
interagierenden Proteinfragmente (Abb. 3.11 – 3.16) zeigen die ansteigende Avidität 
der Bindung. Matrilin-4 muß für die optimale Bindung in vollständig oligomerisierter 
Form vorliegen, wobei die einzelnen Untereinheiten eine „Blumenstrauß“-ähnliche 
Struktur bilden. Die räumliche Nähe der Untereinheiten könnte dann zusätzliche 
additive Effekte zwischen den einzelnen VWA Domänen ermöglichen, die die starke 
Bindung des Volllängen Matrilin-4 an COMP bewirken.  
Die Matrilin-4 EGF-ähnlichen Domänen binden an keines der COMP Fragmente (Abb. 
3.15 A – C) und sind daher an der Matrilin-COMP Bindung nicht beteiligt. Ihre 
spezifische Funktion ist bis dato unbekannt. Möglicherweise haben diese Domänen in 
Matrilinen nur eine Funktion als Verbindungsdomänen zwischen den VWA Domänen. 
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Diese Vermutung wird durch das Vorkommen von Spleißvarianten beim Zebrafisch, die 
keine EGF Domänen enthalten (Ko et al., 2005), unterstützt.  
 
ELISA-ähnliche Festphasenversuche zeigen, dass außer dem Volllängen COMP-
Protein sowohl das COMP Monomer als auch die beiden kürzeren COMP Fragmente 
an Volllängen Matrilin-4 binden können, wenn sie in der löslichen Phase vorliegen 
(Abb. 3.12). Die Bindungssignale aller drei verkürzten COMP Fragmente sind 
allerdings deutlich schwächer als die des Volllängen COMP. Da die Bindungen von 
COMP T3+TC und COMP TC sich kaum von der des COMP Monomers unterscheiden, 
ist es anzunehmen, dass die Bindung an Matrilin-4 von der COMP TC Domäne 
ausgeht.  
Diese Vermutung konnte mit den SPR-Versuchen bestätigt werden. Eine Bindung von 
COMP TC an die immobilisierte Matrilin-4 VWA1 Domäne konnte hier zwar nicht 
eindeutig gezeigt werden (Abb. 3.17 D), allerdings eine Bindung an die immobilisierte 
VWA2 Domäne (Abb. 3.17 E). Die Affinität der Bindung ist sehr gering, das 
Bindungssignal zeigt aber den SPR-typischen, hyperbolen Kurvenverlauf mit 
eindeutigen Phasen der Assoziation und Dissoziation. Damit sind erstmals die 
kleinstmöglichen Fragmente von COMP und Matrilin-4 identifiziert, die noch 
miteinander interagieren können, ein Kd-Wert konnte aber für diese schwache 
Wechselwirkung nicht ermittelt werden. Wie erwartet zeigt injiziertes COMP TC auch 
eine Bindung an das immobilisierte Matrilin-4 fl (Abb. 3.17 F), allerdings mit einem 
extrem schwachen aber dennoch konzentrationsabhängigen Bindungssignal. Dies 
könnte mit der generell schlechten Eignung von sowohl Matrilin-4 als auch COMP 
Volllängeproteinen für SPR-Versuche zusammenhängen, die während der 
durchgeführten Arbeiten häufig beobachtet wurde und vielleicht auf der komplexen, 
sperrigen Struktur der vollständig oligomerisierten Proteine beruht. 
Das nächstgrößere COMP T3+TC Fragment zeigte in den SPR-Versuchen ebenfalls 
keine Bindung an immobilisiertes Matrilin-4 VWA1 (Abb. 3.18 A) aber, wie COMP TC, 
eine eindeutige und konzentrationsabhängige Bindung mit hoher Signaldifferenz an 
VWA2 (Abb. 3.18 B). Diese Beobachtung bestätigt die im Vergleich zu Matrilin-4 VWA1 
deutlich höhere Affinität von Matrilin-4 VWA2 zu COMP (Abb. 3.15). Die 
Wechselwirkung zwischen VWA2 und COMP T3+TC ist mit einem ermittelten Kd von 
ca. 3 µM, wie erwartet, verhältnismäßig schwach (Tab. 3.4). Das hohe Bindungssignal 
ist hier auf die sehr hohen Analytenkonzentrationen über dem dicht immobilisierten 
Chip zurückzuführen.  
Das COMP T3+TC Fragment kann auch an immobilisiertes Volllängen Matrilin-4 
binden (Abb. 3.18 C). Diese Bindung zeigte eine höhere Signaldifferenz als die des 
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kleineren COMP TC Fragments. Die Bindung ist konzentrationsabhängig und zeigt die 
charakteristischen Phasen von Assoziation und Dissoziation, erreicht aber eine 
wesentlich geringere Signaldifferenz, als die Bindung von COMP T3+TC an Matrilin-4 
VWA2 (Abb. 3.18 B). Der ermittelte Kd von ca. 0,23 µm für diese Bindung (Tab.3.4) 
zeigt aber, wie erwartet, eine höhere Affinität des COMP T3+TC Proteins an Matrilin-4 
fl als an die VWA2 Domäne (3 µM). Dieser Effekt  könnte damit zu erklären sein, dass 
Matriline vermutlich in der Lage sind, an sich selbst zu binden. Wird Volllängen Matrilin-
4 immobilisiert, könnte es sein, dass auf Grund der vollständig oligomerisierten Form 
die VWA Domänen einzelner Volllängen-Proteine untereinander mit hoher Affinität 
wechselwirken und nur noch ein begrenztes Angebot an Bindungsstellen für COMP 
T3+TC bieten. So könnte die beobachtete Bindung von COMP geringer ausfallen, als 
erwartet. 
 
Das Bindungsverhalten der COMP Fragmente zeigt eindeutig eine Abhängigkeit von 
der Domänenzusammensetzung. Das TC Fragment alleine kann zwar Matrilin-4 VWA2 
binden, erlangt aber erst zusammen mit der T3 Domäne eine wesentlich höhere 
Affinität. Dieses Ergebnis ist nicht unerwartet, da im nativen, dem COMP homologen 
Thrombospondin-1 Protein die TC Domäne zu den T3 Domänen zurückgefaltet ist und 
dies wahrscheinlich auch für COMP gilt (Kvansakul et al., 2004; Tan et al., 2006). 
Dabei steht die TC Domäne  mit den T3 Domänen sechs, sieben und acht in sehr 
engem Kontakt und bildet eine Disulfidbrücke zwischen den T3 und der TC Domäne 
aus. Wahrscheinlich besitzt COMP TC eine Matrilin-4 VWA2 Bindestelle, die aber erst 
durch die Komplexierung der COMP TC und T3 Domänen ihre volle Affinität für 
Matrilin-4 entfalten kann. Dies könnte auch erklären, warum die D469∆-Mutation in der 
siebten T3 Domäne von COMP die Bindungsfähigkeit des mutierten COMP zu Matrilin-
4 leicht senkt (Abb. 3.12 B). Durch die Faltungseinheit des COMP T3-TC Fragments 
kann eine Mutation in einer der T3 Domänen die gesamte Struktur des COMP T3+TC 
Fragments beeinflussen. Dies würde den negativen Einfluß dieser Mutation auf die 
Bindung an Matrilin-4 erklären, allerdings bleibt dieser Effekt gering.  
 
Die COMP TSP Typ-III Domänen alleine binden nicht an immobilisierte Matrilin-4 
VWA1, VWA2 oder Volllänge Proteine und scheiden als direkt an der Bindung zu 
Matrilin-4 beteiligte COMP Fragmente aus (Abb. 3.17 A – C).  
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    Abb. 4.1: Modellhafte Darstellung eines pentameren COMP Proteins. 
 
Wie auf Seiten von Matrilin-4 liegt auch auf Seiten von COMP eine von Multivalenz 
beeinflusste Bindung von Matrilin-4 und COMP vor. Während die Bindung bei Matrilin-4 
von der VWA2 Domäne ausgeht, geht die Bindung im vollständig oligomerisierten 
COMP von dem fünffach vorliegenden T3-TC Fragment aus, wobei die eigentliche 
Bindungsstelle auf dem TC Fragment liegt. Für eine endgültige Aufklärung der 
bindenden Proteinoberflächen wäre die Ermittlung der Kristallstruktur beider einander 
gebundener Proteinfragmente wünschenswert.  
Die Multivalenz der Matrilin-COMP Bindung ist von besonderem Interesse, da sowohl 
Matriline als auch COMP in vivo einer proteolytischen Prozessierung unterworfen sind 
(Neidhart et al., 1997; Klatt et al., 2001; Ehlen, Dissertation, 2005). Diese 
Prozessierung führt zum Verlust einzelner Arme der oligomeren Moleküle. Im Fall von 
murinem Matrilin-4 gibt es außerdem alternative Spleißvarianten denen die VWA1 
Domäne fehlt (Wagener et al., 1998). Mittels gesteuerter, limitierter Proteolyse und 
alternativer Spleißvarianten könnte möglicherweise die Avidität exprimierter Matrilin-
varianten zu ihren Bindungspartnern reguliert werden. Auch Prozesse des Um- und 
Wiederaufbaus der Matrix (engl.: remodelling, z.B. bei arthritischen Erkrankungen) 
könnten unter Beteiligung der Matriline stattfinden (Pullig et al., 2002). Dabei könnte 
eine gesteuerte Regulierung der Bindung von Matrilinen an ihre Bindungspartner 
relevant sein. 
 
Weitere Aspekte des heterogenen Erscheinungsbildes der Matriline sind die gezeigte 
Bildung von Matrilin-1/-3 Heterooligomeren (Klatt et al., 2000) und die theoretische 
Möglichkeit zur Bildung weiterer Heterooligomere (Matrilin-1/2, -1/4, -1/2/4 und -2/4, 
Frank et al., 2002). Auf Grund der unterschiedlichen Affinitäten der verschiedenen 
Matriline zu ihren Bindungspartnern könnte die gesteuerte Heterooligomerisierung 
ebenfalls der Regulation von Matrilin-Bindungsstärken dienen. Alternativ ist auch eine 
Erweiterung der adaptiven Möglichkeiten der Matriline durch die Bildung von 
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Heteroligomeren denkbar. Während z.B. die homooligomeren Formen von Matrilin-1 
und -3 entweder gute Bindungen an Decorin oder Laminin zeigen, könnte ein 
Heterooligomer aus Matrilin-1 und -3 sowohl Decorin als auch Laminin binden.  
 
Matrilin-3 – COMP Wechselwirkungen 
Ähnlich wie bei Matrilin-4 (Abb. 3.14 C) zeigte auch bei Matrilin-3 die VWA1 Domäne 
alleine nur ein sehr geringes Bindungssignal an COMP (Abb. 3.19 B), was vielleicht auf 
eine generell geringere Affinität der VWA1 Domänen für COMP hinweist. Volllängen 
Matrilin-3 hingegen bindet mit hoher Signaldifferenz an das immobilisierte COMP (Abb. 
3.19 A). Dies zeigt, dass auch ein Matrilin mit nur einer einzelnen VWA1 Domäne, 
ohne die Unterstützung durch die VWA2 Domäne wie bei Matrilin-4, eine Bindung zu 
COMP eingehen kann. Dass die Bindung zwischen Volllängen Matrilin-3 und COMP 
trotz der geringen COMP-Affinität der VWA1 Domäne relativ stark ausfällt, wird 
vermutlich durch die hohe Valenz des vollständig oligomerisierten, tetrameren Matrilin-
3 ermöglicht. Die Anpassung der Modellkurven an die gemessenen Daten war weder 
für Volllängen Matrilin-3 noch für Matrilin-3 VWA1 erfolgreich, daher konnte kein Kd für 
diese Bindungen ermittelt werden. Dies ist vermutlich auf mehr oder weniger 
unspezifische Selbstwechselwirkungen von Matrilin-3 zurückzuführen, die die 
Kurvenverläufe von den theoretischen Kurvenverläufen der Modelle zu weit abweichen 
lassen, um realistische Konstanten berechnen zu können. 
 
Matrilin – Selbstwechselwirkungen 
Volllängen Matrilin-3 bindet mit hohen, konzentrationsabhängigen Bindungssignalen 
sowohl an sich selbst als auch an Volllängen Matrilin-4 (Abb. 3.20 A und B). Eine 
starke Selbstwechselwirkung, wie für Matrilin-3, wurde auch schon für Matrilin-2 
gezeigt (Piecha et al., 2002) und könnte eine Grundlage für die Bildung 
matrilinenthaltender, kollagenunabhängiger Netzwerke sein (Winterbottom et al., 1992; 
Chen et al., 1995, 1999; Klatt et al., 2000, 2001). Die Tatsache, dass Matriline an sich 
selbst binden können, muß nicht unbedingt die Bildung reiner Matrilinnetzwerke 
ermöglichen, sondern kann auch zur Erweiterung der adaptiven Möglichkeiten dienen. 
Die Bindung an sich selbst kann sowohl „verlängernd“, als auch stabilisierend auf das 
gesamte Netzwerk wirken. Die physiologische Funktion von matrilinenthaltenden 
Netzwerken bleibt zu untersuchen. Die Zusammensetzung der perizellulären 
Netzwerke der extrazellulären Matrix wurde bisher nicht untersucht, daher ist nicht 
bekannt, welche anderen Matrixproteine außer den Matrilinen in diesen Bereichen 
integriert sind. Es stellt sich jedoch die Frage, wie ein gezielter Einbau der Matriline in 
der Matrix bei derartig stark ausgeprägten Selbstwechselwirkungen reguliert werden 
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kann, zumal davon auszugehen ist, dass die proteolytische Prozessierung bereits 
intrazellulär stattfindet (Ehlen, Dissertation, 2005), also nach der Sezernierung keine 
Regulierung mehr erfolgen kann. 
Eine Selbstwechselwirkung der Analyten und/ oder Liganden ist für jede Methode zur 
Bestimmung von Bindungskonstanten ein beträchtliches Problem und war auch hier 
der Grund für zahlreiche unspezifische Signale in den SPR-Versuchen. Wie in diesen 
Versuchen zu sehen (Abb. 3.20), bindet immer mehr Volllängen Matrilin-3 aus der 
Lösung an bereits gebundenes Matrilin-3 auf der mit COMP präparierten 
Chipoberfläche und steigert so die gemessene Signaldifferenz (Abb. 3.20). In manchen 
Fällen ist dies gegen Ende der Injektionen an dem plötzlichen, linearen Ansteigen der 
Resonanzdifferenz zu erkennen.  
 
 
4.2.1 Bewertung der kinetischen Analysen der Matrilin-4 – COMP Bindung  
Um die gezeigten Bindungen zwischen Matrilin-4 und COMP quantitativ zu bewerten, 
wurden die Dissoziationskonstanten der gemessenen Bindungen berechnet. Für die 
Ermittlung dieser Konstanten wurden die modellhaften Kurven mathematischer 
Bindungsmodelle mit der Biacore™ Evaluationssoftware 3.0 über die gemessenen 
Kurven gelegt und angepasst. Liegt der statistische Durchschnitt der Abweichungen 
aller Meßpunkte (Chi2, Χ2) der realen Kurve von der bestmöglich angepassten 
Modellkurve innerhalb eines bestimmten Rahmens (<2% von Rmax), so können die 
von dem Programm berechneten Werte als realistisch betrachtet werden. Bei der 
Evaluierung der Messungen der vorliegenden Arbeit wurde der Grenzwert oft 
überschritten, der Χ2-Wert war oft deutlich zu hoch und indizierte damit eine nur 
ungenügend berechnete Anpassung. Dies ist durch die starken Tendenzen aller 
eingesetzten Protein-Proben zu unspezifischer Aggregation zu erklären, außerdem 
lagen die Volllängenproteine als inhomogene Proteingemische aus den unterschied-
lichen Oligomeren vor. Die qualitative Aussage einer gemessenen Bindung wird  aber 
deshalb nicht in Frage gestellt, die störenden Einflüsse sind in aller Regel im 
Kurvenverlauf zu erkennen; die Quantifizierung wird aber sehr wohl erschwert. Eine 
perfekte Messung (Abb. 3.22, auch 3.15 F) der Bindung von Matrilin-4 VWA2 an 
immobilisiertes Volllängen COMP zeigt eine von störenden Einflüssen völlig freie 
Assoziation und Dissoziation, eine Sättigung, Konzentrationsabhängigkeit und keinerlei 
Selbstwechselwirkungen. Dies ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass die injizierten 
VWA Domänen auf immobilisiertes Volllängen COMP treffen und von diesem mit hoher 
Affinität gebunden werden. Alleine sind sie auf Grund des fehlenden Restmoleküls 
aber nicht in der Lage, störende Selbstwechselwirkungen einzugehen.  
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Ein weiterer Grund für die Schwierigkeiten, die gemessenen Bindungen zu quantifi-
zieren, war das verwendete mathematische Bindungsmodell. Von den Bindungs-
modellen für die Protein-Protein Wechselwirkungen wie sie hier durchgeführt wurden, 
kam von den durch die Biacore-Evaluationssoftware bereitgestellten Modellen nur das 
1:1-Langmuir-Bindungsmodell in Frage. Allerdings wurden in den wenigsten Fällen 
auch tatsächlich 1:1-Bindungen gemessen, weil Volllängenproteine mit mehreren 
Untereinheiten eingesetzt wurden. Im Falle von immobilisierten Volllängen Matrilin-4- 
oder COMP Proteinen liegen theoretisch die an den Bindungen beteiligten Domänen 
frei in den Raum ragend, quasi „einzeln“ vor, daher konnte in diesen Fällen das 1:1-
Langmuir-Bindungsmodell genutzt werden, wenn monomere Proteinfragmente injiziert 
wurden. In allen anderen Versuchen lagen de facto wahrscheinlich nicht immer reine 
1:1-Interaktionen vor. Dies erklärt die Abweichungen der angepassten Modelle von den 
gemessenen Kurven, mindert aber nicht die Aussagen der Experimente hinsichtlich 
Spezifität und beobachteter Affinität.  
 
Innerhalb einer gewissen Bandbreite ließ sich bei der Anpassung der Modelle durch 
eine Erweiterung einiger Parameter der Χ2-Wert signifikant senken, so wurde z.B. in 
einigen Fällen die Massen-Transport-Limitierung (mass transfer) berücksichtigt. Das 
eigentliche Experiment findet  in einer sehr kleinen Flußzelle statt, in der eine laminare, 
also völlig turbulenzfreie Strömung herrscht, der Puffer strömt in Schichten, die sich 
nicht vermischen und die Flußgeschwindigkeit wird geringer, je weiter man sich von 
Zentrum der Kavität wegbewegt. Am äußeren Rand der Flußzelle, also genau über 
dem auf der Sensoroberfläche immobilisierten Protein (Abb. 4.2), findet nur noch 
Diffusion statt. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.2: Querschnitt durch die interne Flußzelleneinheit (IFC) des Biacore 2000. Die Flußzellen 
werden geformt, wenn die Flußzelleneinheit mit den IFC Kanälen auf die Sensorchipoberfläche gepresst 
wird. Das Protein ist auf der goldbeschichteten Glasoberfläche immobilisiert. Abbildung von 
www.biacore.de.  
 
 
IFC Kanäle IFC
Sensoroberfläche
Prisma
Glaschip
Flußzellen, geformt durch den Kontakt 
der IFC mit der Sensoroberfläche
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Ist die Bindung so schnell, dass das gesamte in Lösung befindliche Analytenprotein 
vollständig gebunden wird, bevor neues nachdiffundieren kann, so weicht die 
gemessene Resonanz von dem theoretischen (im mathematischen Modell 
vorgegebenen) Verlauf ab. In diesem Fall spricht man von Massen-Transport-
Limitierung. Legt man die beobachteten, vermutlich hohen Affinitäten der Matrilin-
COMP-Bindung zu Grunde, so ist es wahrscheinlich, dass dieses Phänomen bei den 
durchgeführten Messungen vorlag. Um bessere mathematische Anpassungen an 
Kurven mit derartigen Abweichungen zu erlauben, ist es möglich, die für die 
Anpassung benutzen Modelle weniger stringent zu halten und Parameter-
erweiterungen  in die Anpassung einzubeziehen (Tab. 3.4).  
 
 
4.2.2 Vergleich der Bindungsprofile kollagener und nicht-kollagener Matrilin- 
            Bindungspartner 
Während sich die Bindungsprofile der Matriline bei den getesteten Kollagenen ähneln, 
treten bei den nicht-kollagenen Proteinen (mit Ausnahme von COMP) deutliche 
Unterschiede zwischen den einzelnen Matrilinen zu Tage (Abb. 3.3). Das am weitesten 
verbreitete Matrilin-4 ist der universellste Bindungspartner des getesteten Panels von 
Matrixproteinen und zeigte im Vergleich zu den anderen Matrilinen mit allen 
untersuchten Bindungspartnern jeweils das höchste Bindungssignal. Matrilin-1 und -3 
diskriminieren deutlich stärker zwischen den potentiellen Liganden, für beide tritt im 
ELISA-ähnlichen Versuch jeweils nur eines der nicht-kollagenen Proteine als stärkster 
Bindungspartner (nach COMP) hervor (Matrilin-1: Decorin, Matrilin-3: Laminin). Auch 
bei Berücksichtigung der vermutlich niedrigeren Kopplungseffizienz von Biglycan und 
Aggrecan, beschreibt dies eine ausgeprägtere Liganden-Spezifität von Matrilin-1 und -
3 als von Matrilin-4. Dies und die generell höher scheinende Affinität von Matrilin-4 zu 
seinen Bindungspartnern könnten auf eine universellere Funktion dieses Matrilins als 
Adapterprotein hinweisen. Diese Hypothese wird weiter unterstützt durch die im 
Gegensatz zu Matrilin-1 und -3 wesentlich breitere Gewebeverteilung des Matrilin-4. 
  
Die starken Überlappungen beim Bindungsverhalten der Matriline können das Fehlen 
von Phänotypen bei Matrilin Knockout Mäusen erklären. Weder bei Matrilin-1, -2, -3 
oder -4 Knockout Mäusen noch bei Matrilin-1/ -3 Doppelknockout und Matrilin-1/ -2/ -3 
Tripelknockout Mäusen wurde ein offensichtlicher Phänotyp beobachtet (Aszódi et al., 
1999; Huang et al., 1999; Mátés et al., 2004; Ko et al., 2004; A. Aszódi, pers. Mit-
teilung). Da die Matriline ähnliche Bindungspartner aufweisen, muß vermutet werden, 
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dass der Ausfall eines oder mehrerer Matriline durch andere Matriline kompensiert 
wird. Das breite Repertoire von Bindungspartnern könnte Matrilin-4 eine besondere 
Rolle zuweisen, so dass erst bei einem mehrfachen Knockout unter Beteiligung von 
Matrilin-4 ein offensichtlicher Phänotyp zu erwarten ist.  
 
 
4.2.3 Rolle der Matrilin-3 – COMP Wechselwirkung bei der Entstehung von MED 
Mutationen in den Genen von Matrilin-3, COMP und Kollagen IX sind alle mit der 
milden Form einer Chondrodysplasie assoziiert, der multiplen epiphysären Dysplasie 
(MED). Matrilin-3 ist bisher das einzige Matrilin, für das eine Assoziation mit MED 
beschrieben ist. Mutationen im Matrilin-3 Gen führen zu einer Retention von Matrilin-3 
im rauen endoplasmatischen Retikulum (rER) (Otten et al., 2005, Cotteril et al., 2005). 
Nur für COMP sind Mutationen beschrieben (z.B. D469∆), die an der Entstehung der 
stärker ausgeprägten Pseudoachondrodysplasie (PSACH) beteiligt sind (Briggs et al., 
2002). Auch die D469∆-Mutation bewirkt eine Blockade der Sezernierung des 
mutierten Proteins. Sowohl in Zellen von PSACH-Patienten, die die D469∆ COMP 
Mutation tragen, als auch in Zellkulturmodellen wurde eine Retention und Anreicherung 
von mutiertem COMP im rauen rER gezeigt (Maddox et al., 2000; Dinser et al., 2002). 
Der direkte Einfluß der Retentionen von Matrilin-3 und COMP im rER auf die 
Entwicklung von MED und PSACH ist unbekannt. Es wird aber vermutet, dass die 
Anreicherung von fehlgefaltetem COMP im ER mit einer verlängerten Assoziation mit 
Chaperonen zusammenhängt und diese zelluläre Dysfunktion schließlich zu einem 
vermehrten Absterben von Chondrozyten in den Wachstumsfugen führt, was wiederum 
das gestörte Wachstum der Patienten verursachen kann. Ein dominanter Einfluß 
mutierter Proteine auf die Kollagenfaser- und Matrix-Assemblierung könnte zudem zu 
den Abnormalitäten in der Matrix von Knorpel und Sehnen beitragen (Dinser et al., 
2002). 
Die D469∆ COMP-Mutation liegt im siebten der acht TSP Typ III Domänen und führt zu 
einem partiellen Verlust von Calciumbindungsstellen. Das mutierte COMP zeigt in der 
Gegenwart von Ca2+ im EM eine weniger kompakte Form als das wildtypische Protein, 
ist ansonsten aber weder in seiner Assemblierung noch in der Sekundärstruktur 
signifikant verändert. Die kritischen, direkt an den Wechselwirkungen beteiligten 
Bereiche bleiben vermutlich trotz der Mutation zumindest teilweise erhalten, da die 
D469∆ Mutation die Affinität von COMP zu den Kollagenen I, II und IX nur leicht 
verringert (Thur et al., 2001). Die verbleibende Anzahl von Ca2+–Bindungsstellen reicht 
offenbar aus, um eine bindungsaktive Struktur zu gewährleisten. Auch die Bindung 
zwischen Matrilin-4 und COMP wird durch die D469∆-Mutation nur relativ wenig 
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beeinflusst (Abb. 3.11 und 3.12). Im ELISA-ähnlichen Versuch war die Bindung der 
mutierten COMP Varianten zu immobilisiertem Matrilin-4 mit der Bindung der 
wildtypischen Varianten vergleichbar oder nur mäßig reduziert. Die Bindung zwischen 
COMP und Matrilin-3 ist vermutlich auch in Mäusen mit transgenem D469∆-COMP nur 
wenig beeinträchtigt, da weder ein offensichtlicher Phänotyp vorliegt, noch die Präsenz 
von Matrilin-3 im Gewebe beeinträchtigt wird (Schmitz, Dissertation, 2005). Da also 
auch mutiertes COMP noch in der Lage ist, Matriline zu binden, ist es wahrscheinlich, 
dass mutiertes, im rER zurückgehaltenes COMP dort an Matriline bindet und deren 
Sekretion ebenfalls verhindert.  
Eine kürzlich publizierte Arbeit beschreibt die Wechselwirkungen von Matrilin-3 und 
COMP mit dem FACIT-Kollagen IX (Budde et al., 2005). Anhand von Kollagen IX-
defizienten Mäusen konnte gezeigt werden, dass die Integration von Matrilin-3 in 
Kollagenfibrillen sowohl über eine - präferierte - direkte Kollagen IX-Matrilin-3 Bindung 
als auch eine indirekte Bindung mit COMP als Adapter verläuft. Die Bindung von 
Matrilin-3 an Kollagen IX ist mit einem geschätzten Kd von ca. 2,5 nM als sehr stark 
einzuschätzen (Budde et al., 2005) und liegt im Bereich der Matrilin-4 COMP Bindung. 
Ihre physiologische Signifikanz wird durch die Tatsache verstärkt, dass Matrilin-3 in 
Kollagen IX-defizienten Kollagenfibrillen nicht mehr und COMP nur in geringerem 
Maße nachgewiesen werden kann. COMP-defiziente Kollagenfibrillen hingegen zeigten 
im Vergleich mit wildtypischen Kollagenfibrillen kaum Veränderungen bezüglich der 
Kollagen IX und Matrilin-3 Verteilung. 
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4.3 Wechselwirkungen von Matrilinen mit zellulären Rezeptoren 
Viele Matrixproteine binden nicht nur untereinander, sondern auch an zelluläre 
Rezeptoren. Durch diese Zell-Matrix Kontakte werden wichtige zelluläre Funktionen 
wie Zytoskelettorganisation oder Signalübertragungen reguliert (Adams et al., 2001). 
Matriline binden an Kollagene, Proteoglykane und nicht-kollagene Matrix-Proteine und 
können auf diese Weise verschiedene makromolekulare Netzwerke miteinander 
verbinden (Budde et al., 2005; Wiberg et al., 2003; Hauser et al., 1996), die 
Interaktionsmodule sind dabei die Matrilin-VWA Domänen. Generell können diese 
Domänen nicht nur an Matrix-Matrix, sondern auch Zell-Matrix Interaktionen beteiligt 
sein (Whittaker und Hynes, 2002). Ob auch die Matriline an zelluläre Rezeptoren 
binden können, ist bisher kaum untersucht. Lediglich eine Veröffentlichung beschreibt 
eine Interaktion zwischen Matrilin-1 und α1β1 Integrin und eine Ausbreitung von 
Chondrozyten und Fibroblasten auf immobilisiertem Matrilin-1 (Makihira et al., 1999).   
Sowohl HaCaT-Keratinozyten als auch Wi26-Fibroblasten binden in sättigbarer und 
konzentrationsabhängiger Weise an Matrilin-1, -2 und – 3 (Abb. 3.23), was die bereits 
beschriebene Zellanhaftung von Fibroblasten auf Matrilin-1 bestätigt (Makihira et al., 
1999); nur Wi26-Zellen, aber nicht HaCaT-Zellen binden schwach an Matrilin-4 (Abb. 
3.23). Unter optimalen Bedingungen können HaCaT-Zellen mit ähnlicher Effizienz an 
Matrilin-1 und an Fibronectin binden, benötigen auf Matrilin-1 aber eine fünffach höher 
konzentrierte Beschichtungslösung zur Anhaftung. Die Bindung der Wi26-Zellen an 
Matrilin-1 ist wesentlich schwächer als die an Fibronectin.  
Integrine sind wichtige und gut untersuchte zelluläre Rezeptoren für die Zelladhäsion 
(Singer et al., 1987; Wozniak et al., 2004) und wurden hier als zelluläre Rezeptoren 
zuerst in Betracht gezogen, allerdings ergaben sich keine klaren Beweise für eine 
wichtige Rolle der Integrine bei der Zellanhaftung auf Matrilinen. Es wurde zwar eine 
Bindung von Matrilin-1 über α1β1-Integrin an Chondrozyten publiziert (Makihira et al., 
1999), aber die Ergebnisse der ELISA-ähnlichen Bindungsversuche konnten eine 
starke Bindung zwischen α1β1-Integrin und Matrilin-1 nicht bestätigen (Abb. 3.24). 
Verglichen mit den Positivkontrollen kann Matrilin-1 nur schwach an die α1β1-
Ektodomäne binden. Auch Matrilin-2 bindet nur relativ schwach an α1β1-Integrin, 
keines der getesteten Matriline zeigt eine Bindung an α2β1-Integrin (Abb. 3.24). Weder 
die Matrilin-1- noch die Matrilin-2-Bindung an die Integrin Ektodomänen konnte durch 
den Integrin-aktivierenden Antikörper AK 9EG7 (Bazzoni et al., 1995) verstärkt werden. 
Die Interaktionen waren zudem auch nicht abhängig von der Anwesenheit divalenter 
Kationen, wie es eigentlich für eine klassische Bindung an aktiviertes Integrin zu 
erwarten gewesen wäre.  
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Zellanhaftungsversuche mit β1-Integrin defizienten Fibroblasten auf Matrilin-3 zeigten 
trotz einer, verglichen mit Fibronectin, stark verringerten Anhaftung, immer noch eine 
Bindung an immobilisiertes Matrilin-3 (Abb. 3.28 A und C). Allerdings konnten weder 
die auf Matrilin-3 anhaftenden, β1-Integrin defizienten noch die β1-Integrin exprimie-
renden Zellen fokale Kontakte ausbilden (Abb. 3.29 C und D). Die Integrin 
exprimierenden Zellen breiten sich auf Matrilin-3 nur wenig aus und zeigen nur eine 
schwache Ausbildung von Actin-Netzwerken. Die β1-Integrin defizienten Zellen zeigen 
auf Matrilin-3 keine Actin-Netzwerkbildung mehr, sondern bleiben rund. Auf Fibronectin 
hingegen bilden beide Fibroblastenzelllinien während der Zellanhaftung zahlreiche 
fokale Kontakte aus, ein klassisches Bild für Integrin-vermittelte Zelladhäsion (Singer et 
al., 1987). Zusammengenommen zeigen diese Beobachtungen, dass es noch 
alternative Matrilin-Rezeptoren außer Integrinen auf der Zelloberfläche geben muß. 
Zelloberflächen Proteoglykane wie z.B. die Syndecane (Woods et al., 1998, 2000; 
Essner et al., 2006) sind ebenfalls an der Vermittlung von Zell-Matrix Kontakten 
beteiligt. Daher wurden sie hier als alternative Matrilinrezeptoren in Betracht gezogen. 
Auf immobilisiertem Fibronectin hatte, wie erwartet, keines der zugegebenen 
Glykosaminoglykane einen Einfluß auf die Zellanhaftung. Auf immobilisiertem Matrilin-1 
hingegen konnte die Zugabe von Heparin tatsächlich die Zellanhaftung verringern 
(Abb. 3.25), wohingegen die Zugaben von Chondroitinsulfat und Heparansulfat keinen 
Effekt hatten. Xylosyltransferase- und damit Glykosaminoglykan defiziente Zellen 
können immer noch auf Matrilin-3 haften, obwohl ihre Haftungseffizienz, verglichen mit 
Fibronectin, stark verringert ist (Abb. 3.28 B und D).   
Die Immunofluoreszenzfärbung der anhaftenden Glykosaminoglykan exprimierenden 
und –defizienten Zellen auf Matrilin-3 bestätigt diese Beobachtungen (Abb. 3.29 G und 
H). Im Gegensatz zum Anhaften auf Fibronectin (Abb. 3.29 E und F) kann sich keine 
der beiden Zelllinien nach der schwachen Anhaftung auf Matrilin-3 ausbreiten und ein 
Actin-Netzwerk oder fokale Kontakte ausbilden. Die Zellen erscheinen nur klein und 
rund. Wie die Integrine zeigen auch Zelloberflächen-Proteoglykane einen schwachen 
Beitrag zur Matrilin-vermittelten Zellanhaftung, die physiologische Relevanz ist jedoch 
auch hier zweifelhaft. 
 
Die Bindung von Glykosaminoglykanen an Matriline wurde mit SPR-Messungen weiter 
untersucht. Volllängen Matrilin-3 und -4, sowie die Matrilin-3 VWA Domäne binden an 
Heparin und Heparansulfat, aber nicht an Chondroitinsulfat, damit wird das Ergebnis 
aus den Kompetitionsversuchen bestätigt (Abb. 3.26 und Abb. 3.27). Die für die 
Matrilin-3 VWA Domäne ermittelten Kd -Werte von ca. 77 nM für Heparin und ca. 46 
nM für Heparansulfat weisen auf eine Präferenz für das im Knorpel vorkommende 
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Heparansulfat hin. Heparin liegt in den intrazellulären Granula der Mastzellen, aber 
nicht im Knorpel vor.  
 
Die hier diskutierten Ergebnisse können keine starke Rolle der Matriline bei der 
Zellanhaftung belegen und die Ergebnisse von Makihira et al. (1999) auch hinsichtlich 
der Matrilin-vermittelten Zellausbreitung nicht bestätigen. Zum Teil kann dies dadurch 
erklärt werden, dass das dort verwendete Matrilin-1 unter denaturierenden 
Bedingungen extrahiert wurde (4M Guanidinium Hydrochlorid) und es unklar ist, ob 
eine korrekte Renaturierung zur nativen Form stattgefunden hat. Die Zellanhaftung auf 
Matrilinen wird weder ausschließlich durch β1-Integrine, noch ausschließlich durch 
Zelloberflächen Proteoglykane vermittelt, möglich wäre eine gemeinsame Funktion der 
Integrine und der Proteoglykane. Die Ergebnisse zeigen, dass Matriline keine 
Zellanhaftungsproteine im klassischen Sinne sind. Sie erlauben eine schwache 
Zellanhaftung aber keine typischen Folgereaktionen wie Ausbreitung, Formierung des 
Actin-Zytoskeletts oder die Formierung von fokalen Kontakten. Ihre zahlreichen 
Bindungspartner in der extrazellulären Matrix könnten hingegen eine indirekte 
Beteiligung der Matriline an Zell-Matrix Kontakten erlauben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 4 DISKUSSION 
 110 
4.4 Übersicht über die Quervernetzung der Matrixkomponenten 
durch die Matriline 
 
Die diskutierten Ergebnisse sowie neuere Veröffentlichungen ergeben ein komplexer 
werdendes Modell der Wechselwirkungen in der extrazellulären Matrix (Abb. 4.3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.3: Modell der supramolekularen  Zusammensetzung der extrazellulären Matrix unter 
Beteiligung der Matriline6. Die Abbildung zeigt nur einen kleinen Teil der beteiligten Proteine und 
möglichen Wechselwirkungen. Die dargestellten Größenverhältnisse sind an die Grafik angepasst und 
nicht maßstabsgetreu. 
 
Matriline sind an der Bildung kollagenabhängiger und interzellulärer Netzwerke direkt 
beteiligt. Sie bilden außerdem, möglicherweise unter Beteiligung von Fibronectin, auch 
kollagenunabhängige, perizelluläre Netzwerke in direkter Nähe um einzelne Zellen 
herum (Wagener et al., 2005; Klatt et al., 2001; Klatt et al., 2000; Piecha et al., 1999; 
Chen et al., 1995). Mit ihrer Beteiligung an diesen Netzwerken üben die Matriline 
vielleicht eine Mittlerfunktion zwischen der kollagenreichen, extrazellulären Matrix und 
den „primären“ Proteinen der Zelladhäsion z.B. Fibronectin und PRELP, aus.  
                                                 
6
 Abbildung verändert übernommen aus Budde et al., 2005 
FACIT-Kollagene
Matrilin-3
COMP
Decorin/
Biglycan
Kollagen VI
Kollagen II
Matrilin-4
Aggrecan
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Darüberhinaus haben Matriline vermutlich auch eine Funktion bei der Organisation der 
perizellulären Netzwerke und beeinflussen als Adapterproteine möglicherweise deren 
Vernetzungsgrad. Diese Annahme wird bestärkt durch elektronenmikroskopische 
Aufnahmen der Knorpelmatrix von Matrilin-1/ -3-defizienten Mäusen. Diese zeigen 
Kollagenfibrillen, die üblicherweise extraterritorial lokalisiert sind, im perizellulären 
Raum und außerdem Kollagenfibrillen mit signifikant vergrößerten Durchmessern (A. 
Aszódi, persönliche Mitteilung).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.4: Schematische Übersicht der Beteiligungen von Matrilinen und COMP in Netzwerken der 
extrazellulären Matrix. Gezeigte funktionelle Beteiligungen der Matriline sind rot markiert, funktionelle 
Beteiligungen von COMP in blau. Interaktionen, die möglicherweise in direkter Wechselwirkung von 
Matrilin(-4) und COMP stattfinden, sind violett gefärbt. Die z.B. durch Matrilin-1/-3 Heterooligomere 
vermittelbare Verbindung zwischen der Basallamina und den interzellulären Netzwerken der extrazellu-
lären Matrix ist mit einem rosafarbenen Pfeil gekennzeichnet. Schwache Wechselwirkungen sind durch 
gestrichelte Linien gekennzeichnet, anderweitig vermittelte Kontakte sind schwarz markiert oder nicht 
eingezeichnet. 
 
Die oligomeren Erscheinungsformen und daraus resultierenden Polyvalenzen von 
Matrilinen und COMP erlauben Wechselwirkungen mit mehreren Liganden gleichzeitig 
und erhöhen damit die Möglichkeiten der Quervernetzung der Matrixkomponenten. Die 
gezeigten Bindungen der Matriline an Biglycan, Decorin, die fibrillären Kollagene I, II, 
III, IV, V, VI (indirekt), XI und die fibrillenassoziierten Kollagene IX, XII, XIV und XXII 
ermöglichen ein genaueres Modell der supramolekularen Zusammensetzung der 
Matriline COMP
Interzelluläre Netzwerke/
ECM
Aggrecan,
fibrilläre Kollagene,
FACITs
Biglycan/ Decorin,
Fibronectin
Perizelluläre Netzwerke
PRELP,
Chad,
Fibronectin
Basallamina
Laminin
Kollagen IV
Kollagenfibrillogenese
FACITs
Kollagen III
Zelloberflächen
Integrine, 
Heparansulfat Proteoglykane
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extrazellulären Matrix unter Beteiligung der Matriline. Die Tatsache, dass die Matriline 
einen Teil ihrer Bindungspartner (zumindest Kollagen I und II, IX und Fibronectin) mit 
ihrem stärksten Liganden (COMP) teilen, deutet auf eine gemeinsame Rolle der 
Matriline und COMP als Adapterproteine bei der Vernetzung der extrazellulären Matrix 
hin (Abb. 4.4).  
 
 
4.5 Ausblick 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit identifizieren die VWA Domänen als bindende Module der 
Matriline. Zukünftige Arbeiten werden diese Erkenntnisse detaillierter untersuchen.  
Der nächstliegende Ansatz ist die genaue Lokalisierung der bindenden Oberflächen 
von Matrilin VWA Domänen und COMP T3+TC und die Identifizierung der beteiligten 
Aminosäuren. Dies könnte durch die gezielte Einführung von Mutationen an Stellen, 
die für Interaktionen der beiden Fragmente in Frage kommen könnten (z.B. die VWA-
Oberflächen und mit den MIDAS-Motiven assoziierte Aminosäuren) geschehen und mit 
dem Vergleich der Mutanten in Hinblick auf ihre Affinitäten zu ihren Bindungspartnern 
mittels SPR-Versuchen analysiert werden.  
Um die Auswahl zu mutierender Aminosäuren möglichst präzise treffen zu können, 
wird der erste Schritt die Kristallisierung der VWA Domänen und die Aufklärung ihrer 
dreidimensionalen Struktur sein, um so diejenigen Aminosäuren identifizieren zu 
können, die an der Oberfläche der VWA Domänen liegen oder assoziiert mit den 
MIDAS-Motiven sind. Für die Kristallisation bietet sich die Matrilin-4 VWA2 Domäne an, 
da ihre Bindungsfähigkeit gezeigt wurde. Bereits durchgeführte Kristallisationsversuche 
mit der rekombinant in Säugerzellen hergestellten Matrilin-3 VWA Domäne waren 
bisher erfolglos. Ein neuer Ansatz könnte die Strukturermittlung mit Hilfe von NMR 
sein. Die Expression der VWA Domänen muß dann aber wegen der dann notwendigen 
Isotopenmarkierung in Bakterien durchgeführt werden.   
 
Weitergehende Versuche können außerdem auf andere Bindungspartner der Matriline 
fokussieren. Neben der untersuchten Matrilin-4 – COMP Bindung sind auch weitere 
Bindungspartner der Matriline identifiziert worden. Bisher ist wenig über die 
Wechselwirkungen der Matriline mit Decorin, Biglycan, den fibrillären Kollagenen und 
den FACIT-Kollagenen bekannt. Die weitere Analyse dieser Wechselwirkungen mittels 
SPR-Versuchen und die Bestimmung der Affinitäten aller bisher identifizierten Matrilin-
Bindungspartner ist hier die  Fortsetzung der beschriebenen Versuche, um einen 
umfassenden Überblick über die Bindungsverhältnisse der Matriline zu ihren 
Bindungspartnern zu gewinnen. 
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5 Zusammenfassung 
Die Matriline repräsentieren eine Familie von vier nicht-kollagenen Multidomänen-
Proteinen der extrazellulären Matrix und oligomerisieren zu trimeren und tetrameren 
Homo- und Heterooligomeren. Matriline spielen eine Rolle als Adapterproteine in der 
extrazellulären Matrix; durch ihre Bindungen an sowohl kollagene als auch nicht-
kollagene Matrixkomponenten können sie verschiedene, extrazelluläre Netzwerke 
miteinander verbinden. 
In dieser Arbeit wurde ein Panel von Proteinen der extrazellulären Matrix auf seine 
Bindungsfähigkeit an Matrilin-1, -3 und -4 getestet. Dabei konnte eine Reihe von 
Matrixproteinen erstmalig als Matrilin-Bindungspartner identifiziert werden, darunter 
das Proteoglykan PRELP, die Kollagene XI, XII, XIV und XXII und das pentamere 
Glykoprotein COMP (TSP-5). Die Bindung von Matrilin-4 an COMP wurde als 
kationenabhängig identifiziert, detailliert mittels ELISA-ähnlichen und SPR-Bindungs-
studien untersucht und als ein beidseitig von Multivalenz und entweder additiven oder 
kooperativen Mechanismen geprägter Vorgang charakterisiert. Die für beide 
Proteinfamilien beschriebene proteolytische Prozessierung könnte einer proteo-
lytischen Regulation ihrer Avidität dienen und so die Fähigkeit der Matriline (und 
COMP) regulieren, Komponenten der extrazellulären Matrix miteinander zu verbinden. 
Die Bindung zwischen Matrilin-4 und COMP wird hauptsächlich von der Matrilin-4 
VWA2 Domäne und der COMP T3+TC-Domäne vermittelt. Die Matrilin-4 VWA1 
Domäne ist mit geringerer Affinität ebenfalls in der Lage, an COMP zu binden und ist 
daher entweder additiv oder kooperativ an der COMP-Bindung beteiligt oder vermittelt 
die Bindung zu einem weiteren Protein der extrazellulären Matrix.  
Eine starke Rolle bei der Zellanhaftung konnte für die Matriline nicht nachgewiesen 
werden. Verglichen mit einem klassischen Zellanhaftungsprotein (Fibronectin) sind für 
Zellbindungen auf Matrilinen wesentlich höhere Beschichtungskonzentrationen nötig 
und die beobachteten Bindungen laufen ohne die klassischen Merkmale der 
Zellanhaftung, wie fokale Kontakte und Umorganisation des Zytoskeletts ab. Die 
geringfügige Beteiligung dieser Proteine an der Zellhaftung wird weder ausschließlich 
durch die Zelloberflächenrezeptoren vom Typ der Proteoglykane noch vom Typ der 
Integrine vermittelt, obwohl augenscheinlich beide an den beobachteten Anhaftungen 
beteiligt sind. 
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6 Abstract 
The matrilins form a four-member family of non-collagenous, modular proteins in the 
extracellular matrix, which oligomerize into homo- and heterooligomeric trimers and 
tetramers. Matrilins play a role as adaptor proteins by participating in the 
interconnection of different collagen networks with each other and with other matrix 
proteins and thus play a role in the organization of extracellular networks. 
In this present study a panel of extracellular matrix proteins was tested for binding to 
matrilin-1, -3 and -4. Among proteins in this panel, identified as novel matrilin binding 
partners, were PRELP, the collagens XI, XII, XIV and XXII and the pentameric 
glycoprotein COMP, which showed the most prominent interaction with matrilins. The 
matrilin-4–COMP binding is divalent cation-dependent and detailed studies using 
ELISA-style and SPR-assays showed that it is influenced by multivalency, indicating 
additive or cooperative mechanisms of the interactions of the individual subunits and 
domains. Both matrilins and COMP are subject to proteolytic processing and their 
adaptor functions may be physiologically modulated by proteolytic loss of single 
subunits, resulting in decreased binding avidity. The interaction between matrilin-4 and 
COMP is primarily mediated by a binding of the matrilin-4 VWA2 domain to the COMP 
domains represented by the C-terminal T3+TC fragment. However, the matrilin-4 
VWA1 domain also binds to COMP, but with a lower affinity. Thus, each matrilin-4 
VWA domain may either participate in COMP interactions or mediate binding to other 
proteins of the extracellular matrix. 
Although matrilins are able to mediate weak cell attachment, as compared to classical 
cell attachment proteins, like fibronectin, much higher concentrations are required to 
reach plateau values and the binding does not lead to the formation of focal contacts 
and the reorganization of the actin cytoskeleton. Cell attachment on matrilins is not 
exclusively mediated by either integrins or cell surface proteoglykans, although both 
receptor types are involved in promoting the cell adhesion. 
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